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Chemische Studien am ikterischen Harn. 
Von 


Arno Miiller, Genf. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. November 1937.) 


Zu den wichtigsten Priifungen des Harns ziihlt die Reaktion 
desselben gegen eine wifrige salzsaure Liésung von p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd (im folgenden kurz Dm-Reaktion genannt), die 
guerst Ehrlich’) auffand. 

Im vorliegenden Fall*) wurde diese Reaktion gleichzeitig mit 
anderen noch niher zu erérternden Reaktionen in der iiblichen 
Weise ausgefiihrt. Tab. I, S.2 gibt dariiber niheren AufschluB. 

Hierbei wurden drei eindeutige Farbreaktionen beobachtet, 
nimlich ein Rot und ein Griin, welche sofort auftraten und seltener 
ein Griin, das erst nach 1/,—1 Stunde entwickelt wurde. Die 
iibrigen mehr schmutzigen Fiarbungen waren zum Teil Misch- 
farben. 

Die bei der Dm-Reaktion auftretende rote Farbe wird be- 
kanntlich auf ein Vorhandensein von Urobilinogen zuriickgefihrt, 
das zunichst mit p-Dimethylaminobenzaldehyd zu einer Leuko- 
base zusammentritt und unter Oxydation zu einem roten Dipyrryl- 
phenylmethan-Farbstoff umgewandelt wird. Diese Reaktion ist, 
wie die meisten Farbreaktionen, nicht ausschlieBlich spezifisch 
fir eine bestimmte Klasse von chemischen Individuen”) und auBer- 
dem nur fiir den frischen Harn zuverlissig. Normaler Harn zeigt 
mit dem Dm-Reagens in der Regel immer eine langsam sich ver- 
stirkende Rotfirbung. 

Entschieden pathologisch ist das Auftreten griiner Farbstoffe, 
die zuweilen als Zeichen des Parenchym-Abbaues der Leber an- 
gesprochen werden. Indes fehlen genauere Angaben dariiber. 

Da die Bildung des griinen Farbstoffs in dem von mir 
untersuchten Harn meistens dann auftrat, wenn starkes Fieber 





*) Es handelt sich um mehrijiihrige Erfahrungen an einem ikteri- 
schen Harn. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 1 








Arno Miller, 


Tabelle I. 





Ober- 
flichen- Reaktion 
Datum |spannung],,ppy“ mit dem 
(y) in Dm-Reagens 
Dyn/em 
25. VI.| 58,6 6,2 rot 
26. VI. 62,6 6,0 * 
27. VI. 63,0 6,3 hellrot 
28. VI. 60,9 6,2 rot 
29. VI. 57,5 6,2 | schmutzig rot 
30. VI. 60,5 6,0 rotlich 
1. Val 57,7 6,3 griinlich 
138. VIL. 56,4 6,0 schmutzig, 
14. VII 60,1 6,0 |; spiiter griin- 
15. VII. 59,9 6,2 lich 
16. VII.} 59,3 6,0 | schmutzig rot- 
braun 
17. VIL. 56,1 6,2 schmutzig 
18. VIL. 57,2 3 | griin, ziemlich 
grin 
19. VII. | 53,7 6.0} stark griin 
20. VIL | 53,3 6,3 i 
21. VIL] 55,2 6,3 griin 
22. VII. 54,3 6,2 |stark griin und 
langs. Zunahme 
23. VII. 96,0 7,1 schmutzig 
griinrot 
24. VII. 56,6 6,3 | rétlichbraun 
25. VII 59.8 6,7 rot 
26. VIL. 57,9 7,0 sehmutzig 
rotgriin 
27. VIL. 59,6 6.3 stark rot 
28. VII.| 63,1 6.3 oo 
29. VIL} 59,2 6,8 griin 
30. VII 60,6 a2 rotbraun 
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mit anschlieBendem schweren Ikterus vorausging, so schien es 
notwendig, zunichst diese Reaktion 


studieren. 


besonders eingehend zu 


Auffallend war, daB die beobachteten Grinfirbungen nur 
dann eintraten, wenn der Urin frisch zur Untersuchung kam. In 
Girung befindlicher Harn zeigte die griine Reaktion nicht mehr. 

Erst relativ spit stellte es sich heraus, daB die Bildung des 
griinen Farbstoffs nicht nur mit dem Dm-Reagens auftrat, sondern 
tiberraschenderweise allein schon durch Ansiuern mit Essigsiure 


in Erscheinung trat. Einen ahnlichen Fall scheint iibrigens schon 










































Chemische Studien am ikterischen Harn. 3 


Szaner®) untersucht zu haben, denn dieser beobachtete derartige 
griine Harnfirbungen sowohl mit dem Dm-Reagens wie auch mit 
Sulfosalicylsiure in essigsaurer Lisung. 

Hiernach war also nur ein Ansiuern des Harns nétig, um 
die Bildung des griinen Farbstofis zu bewerkstelligen. Da weder 
Indikan noch Tryptophan zugegen war, so war zu vermuten, 
daB der Farbstoff Biliverdin oder ein anderer griiner Gallenfarb- 
stoff sei. 

Aus diesem Grunde schien es notwendig, einmal das Ver- 
halten von reinem Bilirubin gegen verschiedene Reagentien 
unter wechselnden Bedingungen zu priifen: 


Versuche. Etwa 10 mg Bilirubin wurden in 5 ccm destilliertem Wasser 
unter Zusatz von etwas Ammoniak gelést. Die tiefgelbe Loésung zeigte 
folgende Eigenschaften: 

1. Im unverschlossenen Reagenzglas fiirbte dieselbe sich erst nach 
18 Stunden griinlich. 

2. Mit einem Tropfen H,O, (15°/,ig) versetzt, trat zunehmende Auf- 
hellung, jedoch keine Griinfarbung auf. 

3. Wurde 2. mit Salzsiiure angesiiuert, so trat sofort Umschlag nach 
Griin auf und das Biliverdin begann sich abzuscheiden. Wird dasselbe 
abgetrennt und in Alkohol gelést, so erhilt man eine griine Lésung, die 
spiter eine methylenblaue Fiirbung annimmt. 

4. Wurden 1 ccm Dm-Reagens in 5 cem Eisessig gelést und 1 ecm 
von der obigen ammoniakalischen Lésung des Bilirubins hinzugegeben, so 
tritt sofort keine Griinfirbung auf; nach 15 Minuten indes Triibung und 
deutliche Grinfirbung. 

5. Wurden einige Tropfen wiBrige Salzsiiure in Eisessig gelést und 
dazu etwas von der obigen Bilirubinlésung hinzugegeben, so bemerkte man 
zunichst nur Farbvertiefung, die sich nach 15 Minuten noch vertiefte. 
Dagegen konnte auch nach einigen Stunden keine ausgesprochen griine 
Farbe bemerkt werden, eher war dieselbe schmutzig braun als griin. 

6. Wurden 2 ccm Dm-Reagens in reaktionsfreiem Alkohol*) gelést 
und diese Lésung mit der genannten Bilirubinlésung versetzt, so tritt nach 
15 Minuten eine deutliche und weiter zunehmende Griinfirbung auf. 


Die Versuche beweisen einwandfrei, da die Bildung des 
griinen Farbstoffs (Biliverdin oder eines Kondensationsprodukts 
desselben mit dem Dm-Reagens) nur in saurer Lésung erfolgt. 

Des weiteren lassen die Versuche 4 und 5 einerseits erkennen, 
daB die Griinfairbung bei Gegenwart von Dm-Reagens beschleunigt 
wird; andererseits ergibt sich aus Versuch 3, daB die Bildung von 
Biliverdin — allerdings bei Gegenwart von reichlichen Mengen 
H,O, — spontan auftritt. 





*) Der reine Alkohol des Handels reagiert zuweilen mit dem Dm-Reagens. 
1* 
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Der griine Farbstoff, welcher sich aus dem Dm-Reagens und 
Bilirubin langsam bildet, dirfte die zuweilen im ikterischen Harn 
beobachtete verzégerte Grinfarbung erkliren. 

Im ibrigen verhilt sich dieser griine Farbstoff bei Gegen- 
wart von Dm-Reagens merklich anders als wie bei der direkten 
Biliverdin- Bildung aus Bilirubin, was durch fulgende Versuche 
demonstriert wird. 

Versuch 7. Etwa gleiche Mengen der wiibrigen ammoniakalischen 
Bilirubin-Lésung wurden in 5 cem KEisessig, dem einige Tropfen Salzsiure 
zugesetzt waren, gelést und diese Lésung in gleiche Teile geteilt. Der 
eine Teil (a) wurde mit 1 Tropfen H,O, (15°/,ig) versetzt, zum anderen 
Teil (b) dagegen wurden 1 cem Dm-Reagens und 1 Tropfen H,O, (15°/, ig) 
hinzugegeben. Folgende Farben traten dabei auf: 


Bei a) Grin, Hellblau—Methylenblau—Violettblau—Rosa und 
dann farblos. 
Bei b) Griin—Blau—Kongoblau. 


Wihrend die Reaktion bei a) in etwa 1—10 Minuten beendet 
war, blieb die kongoblaue Farbe von b) weitaus linger bestindig. 
Erst nach etwa '/, Stunde erschien ein Umschlag nach Rosa. 
Spiter wurde die Lésung rein gelb: Offenbar wirkte das Dm-Reagens 
stabilisierend auf die Oxydationsprodukte. 

Unter Zugrundelegung des von Siedel*) aufgestellten Schemas 
der Konstitution der Gallenfarbstoffe, wonach deren Charakter 
vollig von dem Bau des Briickengeriistes bestimmt wird, ist es 
wahrscheinlich, daB der Wasserstoff der —CH,-Briicke in Reaktion 
mit dem Dm-Reagens treten kann®). Was die Bildung des griinen 
Farbstoffs betrifft, der durch Ansiuern und ohne Zusatz von 
Dm-Reagens auftritt, so diirfte dessen Zustandekommen wohl auf 
dem Ubergang von Bilirubin in Biliverdin beruhen, allerdings 
unter ganz speziellen Voraussetzungen. Denn auch eine rein 
kolloide Zerteilung des Bilirubins erméglicht noch nicht eine 
spontane Oxydation desselben in saurer Lésung durch den atmo- 
sphiirischen Sauerstoff, wie nachstehend angefiihrter Versuch be- 
weisen soll. 

Versuch 8. Wurde Bilirubin, wie bereits angegeben, gelést, mit der 
doppelten Menge einer 6°/,igen Gelatinelésung versetzt und soviel von dem 


Dm-Reagens hinzugegeben, da das Ganze deutlich sauer war, so setzte 
erst nach 12 Stunden eine merkbare Griinfiirbung ein. 


Versuch 9 unter gleichen Bedingungen ausgefiihrt, aber auBerdem noch 
mit 1 Tropfen H,O, (15°/,ig) versetzt, trat nicht sofort, sondern erst nach 
einigen Minuten Biliverdin auf. 
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Chemische Studien am ikterischen Harn. 5 


Aus diesen vorstehend angefiihrten Versuchen ergab sich die 
Folgerung, daB im ikterischen Harn bei schweren Anfallen das 
Bilirubin in einer vorwiegend ,aktiven“* Form auftreten mu, 
die in saurer Lésung durch oxydierende Einfliisse spontan in 
Biliverdin iibergefiihrt wird. 

Zum Nachweis derselben wurde eine 


Redox-Reaktion mittels Methylenblau 


ausgearbeitet, die folgendermaBen ausgefiihrt wird. 

In einem speziell fir klinische Zwecke konstruierten ein- 
fachen Apparat*) wird zunachst unter LuftabschluB die Leuko- 
base des Methylenblaus hergestellt und zwar so, daB 10 ccm 
0,1°/,ige waBrige Methylenblaulésung mit 1 ccm Salzsaure 
(Dichte 1,19) und 0,2 g Zinkpulver versetzt werden. Durch Er- 
wirmen wird die Reduktion herbeigefiihrt. Sobald Entfarbung 
elntritt, wird das iiberschiissige Zink im inerten Gasraum ab- 
getrennt. Unter LuftabschluB werden nunmehr 0,2—0,5 ccm des 
Harns hinzugegeben. Es tritt sofort Blaufairbung auf, sofern der 
Harn vorher gegen .das Dm-Reagens oder nach Ansiiuern mit 
Hisessig spontane Griinfirbung zeigte. 

Die tagliche Anwendung dieser Reaktion ergab bei normalem 
Harn immer ein negatives Resultat; auch war sie beim ikterischen 
Harn dann negativ, oder nur angedeutet, wenn keine spontane 
Griinfarbung mittels Dm-Reagens beobachtet wurde. 

Diese Redox-Reaktion scheint also fiir die Beurteilung 
der Schwere des ikterischen Falles von Wichtigkeit zu sein. 

Fragt man sich, in welcher Form das ,,aktive“ Bilirubin im 
ikterischen Harn vorliegt, so erlauben folgende Versuche und 
Beobachtungen aus der Literatur dariiber Auskunft zu geben. 


Seit langem ist bekannt, daB die van den Berghsche Reaktion zur 
Bestimmung von Bilirubin im Blut (Diazo-Reaktion) nicht immer sofort ein- 
tritt und man deshalb in der Folge zwischen sofortiger und verzégerter 
»Diazo-Reaktion“ unterscheidet. Besonders Foweather®) schlieBt aus 
seinen Beobachtungen, da8 das Bilirubin in 2 Formen auftreten kann, wo- 
bei insbesondere auf die Arbeiten von Kiister’) hingewiesen wird. Hierbei 
scheint das Bilirubin mit einem Serumbestandteil verbunden zu sein, so 
daB eine Salzbildung oder reversible Oxydationsform resultiert. 

Neuerdings beweisen zudem Pedersen und Waldenstrém®), dab 
Bilirubin im Blut in der Tat an Serumalbumin gebunden ist. Die gleichen 


*) Der Verfasser ist gern bereit, iiber diesen Apparat nihere Angaben 
zu machen und bittet, sich an seine Adresse Genf, Avenue Blane 8°, zu 
wenden. 





6 Arno Miiller, 


Verfasser nehmen auch an, daB das Bilirubin bereits in der Galle in hoch- 
molekularer Form vorhanden sei. Hierdurch gewinnt die Annahme yon 
Bennhold®), worauf Pedersen und Waldenstrém!®) ausdriicklich hin- 
weisen, an Wahrscheinlichkeit, daB die Eiwei8kérper des Blutes als 
Transportsubstanzen eine wichtige Funktion ausiiben. Bereits Bennhold®) 
wies nach, daB mit der Kataphorese die gleichzeitige Wanderung einer 
Albuminfraktion mit dem Bilirubin einsetzte. 


Die Auffassung, daB auch im ikterischen Harn das Bilirubin 
an einen kolloiden Traiger gebunden ist, wird auBerdem durch 
die von mir weiterhin noch naiher zu erérternden ,.Kongorubin- 
Zahlen“ und durch die folgenden nun zu besprechenden Ver- 
suche bewiesen. 


Versuch 10. Werden 15 ecm des ikterischen Harns, welcher ,,aktives“ 
Bilirubin enthalt, im Cellophanschlauch (Kalle) dialysiert, so gab nach einigen 
Stunden das umgebende Wasser nur eine gelbliche, héchstens schwach griine 
Firbung mit dem Dm-Reagens. Der Harn selbst reagierte noch stark griin. 
Nach weiteren 12 Stunden erschépfender Dialyse wurde die etwas getriibte 
und deutlich gelbe Fliissigkeit des Cellophanschlauches in ein Kélbchen 
von 25 ccm ibergefithrt und bis zur Marke aufgefiillt. Der so dialysierte 
und verdiinnte Harn besa8 jetzt folgende Eigenschaften: 

Mit dem Dm-Reagens trat schwiichere, aber immer noch deutliche 
Griinfiirbung auf, die sich beim Erwiirmen verstirkte. Mit nitrithaltiger 
Salpetersiiure firbte sich die Lésung ebenfalls griin. — Keine Ausfiockung, 
nur Triibung. — Urobilin war nicht mehr vorhanden. Wurde ein Teil des 
Dialysates mit Millons-Reagens versetzt, so war folgende Farbenskala 
bemerkbar: Griin-Blau-Rot, beim Erwirmen dann farblos. 


Die ,,Kongorubin-Zahl* (vgl. S. 8) betrug 8,0 (reduziert 
auf 1 Liter). 

Diese Versuche, sowie die nach 'l'ab. II ermittelten ,,K olloid- 
Zahlen“, beweisen im Gegensatz zu der Annahme von Pedersen 
und Waldenstrém®) zweifellos das pathologische Auftreten von 
kolloid gebundenem Bilirubin im ikterischen Harn, welches in 
einer speziellen ,aktiven“ Form zur Ausscheidung kommt. Im 
allgemeinen war der von mir untersuchte Harn wohl etwas getriibt, 
in einigen Fiillen war allerdings Kiweif in betrichtlichen Mengen 
vorhanden. Auffallenderweise gaben indes auch diese Harnproben, 
nachdem sie filtriert wurden, die ,,griine“ Reaktion. Sonst zeigte 
das Filtrat bei den mehr oder weniger getriibten Harnen keine 
KiweiBreaktion. 

Nachdem durch die interessanten Arbeiten von Hans Fischer 
und Mitarbeitern, insbesondere neuerdings durch Siedel*) der 
Nachweis der direkten Abstammung der Gallenfarbstoffe vom roten 
Blutfarbstoff erbracht worden ist, besteht fiir das Auftreten des 
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,aktiven“ Bilirubins die Erklirung, daB bei groBer Uberschwem- 
mung des Blutes mit Bilirubin (vielleicht zufolge eines stark himo- 
lytischen Ikterus) das letztere zwangsweise zu einem Analogon des 
Blutfarbstoffs umgewandelt wird. 

Ebenso wie die Farbstoffkomponente des Himoglobins locker 
an Globin gebunden ist, so kénnte auch das Bilirubin an einen 
Eiwei8Bkérper (Serumalbumin) in aihnlicher Weise gekoppelt sein 
und die Fihigkeit besitzen, ,,aktivierten“ Sauerstoff zu binden?®). 
Wahrend nun aber das Oxyhiimoglobin durch Sauerstoffabgabe 
reversibel in Hamoglobin zuriickverwandelt wird, geht ganz im 
Gegensatz hierzu dem ,,aktiven“ Bilirubin diese Fahigkeit ab. Es 
wird anscheinend bereits in vivo in den Geweben verbrannt. 
Hierzu mag die Beobachtung erwihnt sein, daS zuweilen viel 
Gallensiiuren und nur Spuren Bilirubin im ikterischen Harn aus- 
geschieden werden, wie aus der Tab. I ersichtlich ist. 

Die groBe Empfindlichkeit des ,,aktiven“ Bilirubins spricht 
ebenfalls fiir derartige Komplexe, wobei die Frage noch offen 
bleibt, ob die Oxydation vielleicht noch durch gleichzeitig aut- 
tretende spezifische ,Oxydasen*“ vor sich geht. 

Genau so wie Oxy-Himoglobin durch Saiuren in seine 
Komponenten Globulin, Himatin und Sauerstoff zerlegt wird, so 
erleidet anscheinend auch die ,,aktive* Form des Bilirubins durch 
Siuren — allerdings zugleich mit sofortiger Oxydation zu Biliverdin — 
eine Zersetzung. Das kolloide Spaltprodukt diirfte nach dem voran- 
gestellten nicht Globulin, sondern ein anderer, bisher noch nicht 
genauer definierter KiweiBkérper sein. Das ,aktive* Bilirubin 
hitte also die Eigenschaft, mit gewissem KiweiB zu himoglobin- 
artigen Komplexen zusammen zu treten und ,,aktivierten“ Sauerstoff, 
wenn auch nur locker, zu binden, von der Stammsubstanz Haimatin 
erblich itibernommen. 

DaB auch normaler Harn oxydativ wirkende Stoffe enthalten 
kann, ist verschiedentlich beobachtet worden. Diese scheinen aber 
von anderer Natur zu sein!?)), 

Ks bleibe zunichst dahingestellt, ob das Auftreten des ,,aktiven“ 
Bilirubins mit einem weitgehenden Parenchymverfall der Leber 
verbunden ist, oder ob durch Katalasemangel dem Blut die Fihig- 
keit abgeht, das ,,aktive Bilirubin schnell genug zu zersetzen. 
Diese Frage zu priifen, ist Sache weiterer Forschung. 

Ferner wire zufolge des merkwiirdigen Verhaltens gegen 
Millons-Reagens (vgl. S. 9) zu untersuchen, ob etwa durch 
Abbau von Parenchym der Leber entstandenes Tyrosin nicht 
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bereits schon als ein o-Chinon vorliegt, welches bekanntlich ein 
starker Wasserstoff-Acceptor ist, zumal der Kranke am Korper 
zuweilen melaninartige Pigmentierungen aufweist. 


Nachweis des alterierten? Bilirubins. Zum Nachweis des Bili- 
rubins wurden zwei bekannte Methoden angewandt. Zuerst wurde 
immer gepriift, ob durch Zusatz von 20°/, iger Salpetersiure, der 
eine Spur Natriumnitrit zugesetzt war, gréBere Mengen vorhanden 
waren”), Bei negativem Ausfall derselben wurde der Harn mit 
Bariumchlorid versetzt, erwirmt, der ausgeschiedene Niederschlag 
auf ein Filter gesammelt, mit 1°/,iger alkoholischer Salzsiure 
schwach erwirmt und filtriert. Auf Zusatz eines Tropfens H,O, 
(10°/, ig) trat die bekannte Farbe des Biliverdins auf, die indes 
nicht lange bestandig blieb. Ein iiberschiissiges Erwirmen wurde 
auf alle Falle vermieden, um nicht sofort das in geringen Mengen 
vorhanden gewesene Bilirubin restlos zu oxydieren. 

Urobilin wurde nach Schlesinger bestimmt. Uber den 
Ausfall der Untersuchung gibt Tab. I AufschluB. 


Die Kongorubin-Zahl bzw. Kolloid-Zahl des ikterischen Harns. 


In einer vorliufigen Mitteilung!*) hatte ich bereits darauf 
aufmerksam gemacht, daB durch Vermehrung der adialysablen 
Anteile des Harns Riickschliisse auf die Schwere des ikterischen 
Falles gezogen werden kénnen. Inzwischen konnten die dies- 
beziiglichen Erfahrungen vertieft und bestiitigt werden. 

Fiir die praktische Ausfiihrung der Bestimmung hat es sich 
gezeigt, dab es besser ist, das alte Verfahren zur Bestimmung 
der Schutzwirkung von Stoffen an Congorubin-Lésungen nach 
Wo. Ostwald!%) anzuwenden. Die von mir seinerzeit empfohlene 
Vorschrift?*) zur Bestimmung der ,,Kolloid-Zahl* muBte ver- 
lassen werden, weil der Farbwechsel zu kontinuierlich ist und 
daher der Wert der Methode zu konventionell wird. 

Die in der Tab. II angefiihrten Untersuchungsergebnisse 
wurden nach folgender Methodik erhalten. : 

15 ecm des zu untersuchenden Harns, welcher frei von pathologischem 
ausfillbarem Eiwei8 war und gegen Lackmus mit n/10-Natronlauge oder 
n/10-Salzsiiure neutral gemacht wurde, brachte man in einen Cellophan- 
schlauch und dialysierte ihn 12 Stunden bei wiederholtem Wechsel gegen 


destilliertes Wasser, und zwar so lange, bis das AuBenwasser keine Reaktion 
auf Cl’-Ionen mehr gab. Der Inhalt des Cellophanschlauches wurde alsdann 


*) Die ,,Jod-Probe“ hat sich als weitaus unempfindlicher gezeigt. 
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in ein 25 cem-Kélbchen iibergefiihrt und mit destilliertem Wasser bis zur 
Marke aufgefiillt. Von dieser Verdiinnung wurde in allen Fiillen nach der 
Methode von Wo. Ostwald") die ,, Kongorubin-Zahl“ bestimmt. 


Tabelle IL. 








Kongorubin-Zahl a 
24 stiindige des dialysierten Harns 
Harn vom Harnmenge | dialysierten Harns | in Vol.-Prozenten, 
in Litern in Vol.-Prozenten reduziert 
auf 1 Liter Harn 
| I lo 
Normaler Nachturin 0,6 50 (sofort. Bliuung) _- 
28. VI. 2,0 40 20 
29. 2,0 36 18,0 
30. 2,7 49 18,1 
1. VII. 1,8 30 16,7 
22. 2.5 20 8,0 
27. 1,0 13 13,0 
28. 2,1 50 (sofort. Bliiuung) -~ 
29. 1,5 22 14,7 
30. 1,0 21 21,0 











(Vgl. hierzu den Bilirubingehalt in Tab. I). 


Aus der Literatur ist ferner zu ersehen, daB nach den Unter- 
suchungen von Labbé und Vitry**) der menschliche Kérper 
normalerweise etwa 1,5—2 g undialysable Stoffe in 24 Stunden 
durch den Harn ausscheidet. Pribram und EHKigenberger?) 
fanden eine betrichtliche Erhéhung des Kolloidgehaltes des 
menschlichen Harns bei fieberhaften Erkrankungen, erhihtem 
EKiweiBabbau, Diabetes und Neoplasmen. 

Im Anschlu8 an diese Untersuchung war es wiinschenswert, 
auch die ,,.Kongorubin-Zahl* der Natriumsalze verschiedener 
Gallensiuren in Wasser kennen zu lernen. Nachstehend auf- 
gefiihrte Resultate geben dariiber AufschluB. 


Tabelle IIL. 





Grenzfarbe 








Kongorubin-Zahl 
in cem n/10-Aquiv. */, 
Taurocholsaures Natrium. . . 0,25 1,4425 
(Fraenkel & Landau, Berlin) 
Taurocholsaures Natrium. . . 0,20 1,0740 
(Hoffmann-La Roche, Basel) 
Desoxycholsaures Natrium . 0,30 1,1910 
Cholsaures Natrium . 0,40 1,6520 
Cholalsaures Natrium 0,45 1,7190 
Glykocholsaures Natrium. 0,20 0,9420 
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Obgleich die Natriumsalze der untersuchten Gallensiuren im 
Cellophanschlauch mehr oder weniger gut dialysabel sind, so 
vermégen sie doch in einer 1—2°/ igen wiBrigen Lésung eine 
nicht unmerkliche Schutzwirkung zu entfalten. 


Millons-Reagens und die Ausscheidung von Oxy-Phenylderivaten. 


Nach Frerichs!*) wird bei schwerer Leberparenchym- 
schidigung Tyrosin in erhéhter Menge ausgeschieden. Medes!) 
wies nach, daB sich dasselbe — auch in seinen desaminierten 
Derivaten -— sogar quantitativ mit Millons-Reagens be- 
stimmen 1liBt. 


Obgleich die mit diesem Reagens auftretenden rosa bis roten 
Verfirbungen des Harns nur in pathologischen Fallen besonders 
verstiirkt erscheinen und deshalb der Wert der Methode fiir die 
Diagnose von Lebererkrankungen ziemlich umstritten ist, so be- 
wies doch neuerdings Mancke}$) und sein Schiiler Katenkamp ), 
daB diese Reaktion bei schwerem diffusem Parenchym-verfall 
diagnostisch verwertbar ist. 


Die ,,.Kongorubin-Zahlen“ der untersuchten ikterischen 
Harne sind deshalb noch besonders interessant, weil sie einerseits 
zeigen, dafi bei erhéhter Ausscheidung von Bilirubin auch gleich- 
zeitig eine erhéhte AusstoBung von adialysablen Stoffen einher- 
geht, wodurch auch andererseits die Bindung des ,,aktiven“ Bili- 
rubins an den kolloiden Trager noch mehr an Wahrscheinlichkeit 
gewinnt. 


Ks war deshalb von Interesse, auch diese Probe den von 
mir tiglich ausgefiihrten Harnpriifungen anzughedern. Die Er- 
gebnisse vermittelt die Tab. I. Sie zeigen, daB selbst bei schweren 
ikterischen Anfallen keine Vertiefung der Farbe nach Rosa bzw. Rot 
auftrat, eher eine Aufhellung. 


Die gleichzeitig ausgefiihrte Priifung an normalen Harnen 
ergab meistens fiir diese eine viel stirkere Farbvertiefung. Der 
untersuchte ikterische Harn wirkte demnach mehr negativ auf 
die Fiarbung ein. Folgende Versuche sollten dariiber Auf- 
klarung bringen. 


Versuch 11. Wurden z. B. zu dem Harn vom 13. VII. einige Flocken 
1-Tyrosin zugesetzt und mit Millons-Reagens gekocht, so bleibt der 
Harn hell. Wurde dagegen normaler Harn mit der gleichen Menge |1-Tyrosin 
versetzt, dieses mit einem Tropfen verdiinnter HCl in Lésung gebracht 
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und diese in zwei Teile geteilt, so zeigte der eine Teil fiir sich, mit dem 
Millons-Reagens erhitzt, deutliche Rotfirbung. 

Wurde dagegen der andere Teil vorher mit 1 Tropfen H,O, (15°/,ig) 
versetzt und danndie Probe mit dem Millons-Reagens ausgefiihrt, so wurde 
die Bildung des roten Farbstoffs verhindert. 

Daraus ergibt sich, daB zum mindesten Peroxyde 
bzw. aktivierter Sauerstoff die qualitative Ausfiihrung 
der Probe mit Millons-Reagens in Frage stellen und in 
allen Fillen zweckmaBig vorher die von mir empfohlene 
Redox-Reaktion auszufihren ist. 


Die gleichzeitig ausgefiihrten p,,-Bestimmungen, gemaf 
Tab. I, zeigen keine charakteristischen Schwankungen, so daB sie 
fiir die Beurteilung des vorliegenden Falles keine Besonderheiten 
zeigen. 

Zusammenfassung. 


1. Die Ehrlichsche Reaktion, welche die Priifung des Harns 
mittels p-Dimethylaminobenzaldehyd zum Gegenstand hat, wurde 
kritisch untersucht und die damit erhaltenen Griinfarbungen 
des ikterischen Harns auf das Vorhandensein einer neuen 
,(sauerstofi-)aktivierten“ Form des Bilirubins zuriickgefihrt. 

2. Die Eigenschaften dieses ,aktiven“ Bilirubins wurden 
unter den verschiedensten Umstiinden studiert. — Es stellte 
sich u. a. heraus, dab fiir die Griinfirbung nur eine geniigende 
Ansiuerung des Harns notwendig war. Die Gegenwart von 
p-Dimethylaminobenzaldehyd ist dabei nicht unbedingt vonnéten. 


3. Das Auftreten von ,aktivem“ Bilirubin geht parallel 
mit der Kigenschaft des ikterischen Harns, die Leukobase des 
Methylenblaus zu dehydrieren, worauf eine neue Redox- Reaktion 
des Harns entwickelt wurde. 

4, Das ,,aktive“ Bilirubin wird im Gegensatz zum ,,alte- 
rierten“ Bilirubin als Analogon zum Hamoglobin bzw. Oxy- 
himoglobin aufgefaBt. Es wurde bewiesen, dab anscheinend 
alles Bilirubin im ikterischen Harn an einen kolloiden Trager 
gebunden ist. Dieser kolloide Anteil lift sich halbquantitativ 


5. durch die Bestimmung der ,,Kongorubin-Zahl* des 
dialysierten Harns erfassen. Die Ausscheidung der adialysablen 
Stoffe im ikterischen Harn geht symbat mit der Schwere des 
Anfalles. 

Es wurde ferner gezeigt, da® die mehr oder weniger gut 
dialysierbaren Natriumsalze der Gallensiituren in 1—2°/, iger 
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wiBriger Lésung eine merkliche Schutzwirkung gegen die Aus- 
fallung von Kongorubin bei Zusatz von Kaliumchlorid entfalten. 


6. Der qualitative Nachweis von Oxyphenylderivaten im 
Harn ist dann unsicher zur Beurteilung von Parenchym-schadigung 
der Leber, wenn der Harn die neue ,,Redox-Reaktion“ zeigt. 


Methodisches und Praparate. 
Apparate. 

Die Bestimmung der Oberflichenspannung erfolgte mit dem iiblichen 
Stalagmometer nach Traube. Nach der modifizierten Methode des Ver- 
fassers**) wurden die direkt erhaltenen Werte unter Beriicksichtigung eines 
Verdiinnungsfaktors auf 1 Liter Harn reduziert. 


Zur Ermittlung der ,, pq‘‘-Werte diente ein Folien-Colorimeter mit 
Indicator-Folien nach Wulff der Firma Lautenschliger, Miinchen. 


Priparate. 


Die Gallensiuren und gallensauren Salze lieferte Hoffmann- 
La Roche, Basel sowie Fraenkel und Landau, Berlin. 

Bilirubin, 1-Tyrosin und 1-Tryptophan waren ebenfalls von 
Hoffmann-La Roche. 

Bei taurocholsaurem Natrium ist folgendes zu bemerken: Es wurden 
in dieser Untersuchung zwei Erzeugnisse verwendet: Das Priiparat von 
Fraenkel und Landau (Nr.1) zeigte im Vergleich mit dem von 
Hoffmann-La Roche (Nr. 2) abweichendes Verhalten. 

Schon duBerlich unterschied sich Nr. 1 von Nr. 2. Ersteres war viel 
heller als Nr. 2 und in wiBriger Lésung trat der Farbunterschied noch deut- 
licher hervor. Mit dem Dm-Reagens firbte sich die letztere Lésung blutrot, 
wihrend die wiBrige Lésung von Nr.1 mit demselben Reagens nur 
schwach rot war. 

Da auch im kapillaraktiven Verhalten ein geringer Unterschied be- 
steht, so scheint das Priparat Nr. 2 noch eine Beimengung zu enthalten, 
die augenscheinlich mit dem Dm-Reagens wie Urobilinogen reagiert. 

Da aber nach mehrstiindigem Erhitzen oder Belichten im Sonnenlicht 
die Reaktion mit dem Dm-Reagens immer noch auftrat, so scheint es sich 
nicht um Urobilinogen zu handeln, das bekanntlich gegen Sauerstoff sehr 
empfindlich ist. 

Zur Bestimmung der ,,Kongorubin-Zahl“ wurde ein reines 
Kongorubin der ,, Agfa“, Berlin, verwendet. 
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Zur Bestimmung von Sulfhydrylgruppen in Proteinen. 
Von 
Richard Kuhn und Pierre Desnuelle. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. November 1937.) 


2,6-Dichlorphenol-indophenol, der zur Titration von Ascorbin- 
siure dienende blaue Farbstoff, wird durch Cystein in der Hitze 
reduziert. A. Todrick und E. Walker’) haben darauf ein ein- 
faches Verfahren zur Bestimmung von SH-Gruppen, insbesondere 
in Kiweifstoffen, begriindet. In einem Reihenversuch werden gleiche 
Proteinmengen mit steigenden Mengen des Farbstofis 10 Minuten 
im siedenden Wasserbad erhitzt. Dasjenige Réhrchen, in dem eben 
noch Entfirbung stattfindet, gibt das Resultat an. Dieses laBt 
sich bei geniigend enger Staffelung einer zweiten gleichartigen 
Versuchsreihe auf etwa + 5°/, genau ermitteln. 

Ein erheblicher Mangel dieses Verfahrens besteht darin, daB 
die Entfarbung des 2,6-Dichlorphenol-indophenols im siedenden 
Wasserbade ausgefiihrt wird, so dai es unméglich ist, auf diese 
Weise native Kiweibstoffe zu untersuchen. Im Falle des Myosins 
haben A. Todrick und E. Walker unter Vermeidung der Hitze- 
denaturierung Versuche bei 38° ausgefiihrt, doch muBte die Reak- 
tionsdauer auf 12 Stunden erhéht werden, und es ist nicht sicher, 
ob dann ein Endpunkt erreicht war. Ein gewisser Nachteil des 
Verfahrens besteht auch darin, daf die Reaktion zwischen 2,6-Di- 
chlorphenol-indophenol und Cystein nicht stéchiometrisch verliuft. 
1 mg Cystein sollte, wenn es zu Cystin dehydriert wird, 1,10 mg 
Farbstoff verbrauchen. Es entfirbt jedoch nach A. Todrick und 
Kk. Walker unter den angegebenen Bedingungen 2,82 mg. In 
eigenen Versuchen verbrauchte 1 mg Cystein (eingewogen als 
Cysteinchlorhydrat ,,Kahlbaum“, Reagens nach Warburg, im 
Vakuum iiber NaOH getrocknet und unter reinem Stickstoff gelést) 
2,97 mg Dichlorphenol-indophenol. 

Wir dachten, daB es gelingen werde, das Verfahren zu ver- 
bessern, wenn man einen Farbstoff findet, der schon bei gewéhn- 
licher Temperatur Sulfhydryl-kérper stéchiometrisch za Disulfiden 


1) Biochemie. J. 31, 292 (1937). 
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dehydriert. Die héchsten Reduktions-oxydations-potentiale von 
allen bisher bekannten organischen Farbstoffen zeigen nach R. Kuhn 
und W. Franke?) das rote Radikal Porphyrexid (I) und das blaue 
Doppelradikal*) Porphyrindin (ID). 


CH, CH, CH, 
| O | O O. | 
H,C_C_Na H,C—O_NA Ssn_O_On, 
he ae ~ , ane —_ = il 
C—NH l yC=N—N=OK 
HN=C—NH” HN=C—NH HN—C=NH 


I II 

Mit Porphyrexid la8t sich Aneurin in neutraler Lésung zu 
Thiochrom oxydieren*), was sonst nur noch mit Kaliumferricyanid 
in alkalischer Liésung gelingt®). Mit W. Franke’) wurde bereits 
festgestellt, da8 Porphyrexid und Porphyrindin bei 15—20° durch 
Cystein augenblicklich entfarbt werden. Diese Reaktion verliuft, 
wie wir gefunden haben, stéchiometrisch unter Bildung von Cystin 
und gestattet SH-Gruppen auch in natwen Proteinen colori- 
metrisch zu bestimmen. Die theoretische Grundlage unseres 
Verfahrens ist aus der Gegeniiberstellung der Redoxpotentiale 
ersichtlich (Potentiale, bezogen auf die Normal- W asserstoft-Elektrode, 


fiir p= 7): 
2,6-Dichlorphenol-indophenol®) . . = + 0,22 Volt 
eo | re . = + 0,57 
Pempeyeeme 2. wt .. . + O,78 


Fiir die Titration von Cystein ist das rote Porphyrexid recht 
geeignet, aber seine Farbstarke ist fiir Entfarbungsversuche mit 
Proteinen zu gering. Wir empfehlen daher zur Bestimmung der 
SH-Gruppen das blaue Porphyrindin. 

1 mg Cystein entspricht 1,16 mg Porphyrindin, entsprechend 
der Gleichung: 

2-SH + 1 Porphyrindin = -S-S- + 1 Leuko-porphyrindin . 

Natives Eieralbumin reagiert mit Porphyrindin gar nicht. 
Nach der Denaturierung durch Hitze reduziert das Kieralbumin 
Porphyrindin entsprechend einem Gehalt von 0,58°/, Cystein, 
wihrend wir mit 2,6-Dichlorphenol-indophenol 0,62°/, fanden. 
A. Todrick und E. Walker hatten mit dem letztgenannten Farb- 
stoff 0,63°/, gefunden, wihrend A. KE. Mirsky und M.L. Anson%), 


2) Ber. chem. Ges. 68, 1528 (1935). 

5) R. Kuhn, H. Katz u. W. Franke, Naturw. 22, 808 (1934). 

4) R. Kuhn u. H. Vetter, Ber. chem. Ges. 68, 2375 (1935). 

5) G. Barger, F.Bergel u. A. R. Todd, Nature (Lond.) 136, 259 (1935). 

6) L. Michaelis, Oxydations-Reduktions-potentiale, 2. Aufl., Berlin 1933, 
Jul. Springer, S. 103. ) J. gen. Physiol. 18, 307 (1935). 
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deren analytische Bestimmungen auf véllig anderer Grundlage ruhen, 
fir denaturiertes Eieralbumin einen Gehalt von SH-Gruppen ent- 
sprechend 0,55°/, Cystein (,,direkte* Methode) baw. 0,62°/, Cystein 
(,,indirekte* Methode) angeben. Die Ubereinstimmung all dieser 
Zahlen kann als recht befriedigend betrachtet werden und recht- 
fertigt ein gewisses Vertrauen in die nach dem Porphyrindin- 
verfahren auch fiir native Proteine méglichen Aussagen, obwohl 
der zugrunde liegende Dehydrierungsvorgang auBer den SH-Gruppen 
noch andere, bisher unbekannte, leicht oxydierbare Atomgrup- 
pierungen in Proteinen erfassen kénnte. 

Das reine gelbe Ferment enthilt nach R. Kuhn und 
P. Desnuelle®) 0,48°/, Cystin, was 1,4 Mol. Cystin pro Mol Ferment 
(Mol.-Gew. 70000) entspricht®). Es reagiert gar nicht mit Por- 
phyrindin und enthalt demgemiB diese Aminosiiure nur in der 
Disulfid-form. Bei der reversiblen Spaltung des gelben Ferments 
durch kalte verdiinnte Salzsiure nach H. Theorell?") erhilt man 
die KiweiSkomponente zunichst als nicht kupplungsfihiges Meta- 
protein. Dieses soll nach H. Theorell'), der es mit Nitro- 
prussid-natrium priifte, wie andere denaturierte Proteine SH-Gruppen 
enthalten. In den mit Porphyrindin ausgefihrten quantitativen 
Versuchen fanden wir jedoch, daf das Metaprotein bestimmt nicht 
mehr als 0,03°/, Cystein in der Sulfhydrylform enthalten kann. 
Das bedeutet, daB unter 10 Molekeln des gelben Ferments, die 
in Metaprotein iibergehen, héchstens eins zur Bildung einer SH- 
Gruppe AnlaB gibt. Es ist daher nicht wahrscheinlich, da8 fiir 
den kolloiden Traiger des gelben Ferments im Zustande des Meta- 
proteins eine SH-Gruppe charakteristisch ist. Das fiir die Ver- 
suche angewandte Ferment war durch Fraktionierung mit Ammon- 
sulfat sorgfailtig gereinigt, sein Farbstoffgehalt entsprach dem 
richtigen Molekulargewicht von 70000 und das daraus gewonnene 
Metaprotein war im katalytischen Test unwirksam. In oftmals 
wiederholten Versuchen erhielten wir weder mit dem Metaprotein 
noch mit dem durch Hitze denaturierten Trager eine Farbreaktion 
mit Nitroprussidnatrium. 


8) Ber. chem. Ges. 70, 1907 (1937); R. Kuhn u. P. Desnuelle, 
Diese Z. 251, 23 (1937). 

*) Im Original sind in der Tabelle S. 1925 die Zahlen fiir °/, N und 
°/, Gew. durch ein Versehen vertauscht worden. Lies also bei Cystin: 
0,34°/, N und 0,48°/,-Gew. statt 0,48°/, N und 0,84°/,-Gew. 

10) Biochem. Z. 272, 155 (1934); 278, 263 (19385). 
11) Biochem. Z. 290, 293 (1937). 
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Der mit Lactoflavin -5’- phosphorsiure kupplungsfihige 
KiweiBkérper, den man aus dem Metaprotein durch lingere 
Dialyse gegen destilliertes Wasser oder nach dem mit F. Weygand 
aufgefundenen Verfahren der adsorptiven Spaltung mit Granosil 
unmittelbar aus dem gelben Ferment erhalten kann, hat sich 
ebenfalls als frei von SH-Gruppen erwiesen. Dasselbe gilt fiir 
den durch Hitze-denaturierung des aktiven Triigers erhaltenen 
EiweiBkorper. 

Fiir die spezifische EiweiBkomponente des gelben Ferments 
folgt, da weder die umkehrbare Bindung der Lactoflavin- 
5’-phosphorsiiure noch der reversible Ubergang in das Metaprotein 
und auch nicht die irreversible Denaturierung durch Hitze etwas 
mit Sulfhydrylgruppen zu tun haben. 


Beschreibung der Versuche. 


accm der Protein-lésung werden mit (3-a) cem m/10-Phosphat- 
puffer von p,, = 7,2 (m/2-Phosphat, wenn die Proteinlésung sauer ist) 
in Thunberg-Réhrchen gemischt. Fallsmandurch Hitze denaturierte 
Proteine untersucht, wihlt man a so, daB das Gemisch hichstens 
12—15 mg Protein in 1 ccm enthilt (insgesamt ungefahr 40 mg). 

Um das Protein durch Hitze zu denaturieren, erhitzt man 
die 3 ccm des Protein-Puffergemisches unter reinem Stickstofi 
10 Minuten im siedenden Wasserbad. Am Anfang werden die 
Réhrchen gut geschiittelt, um eine méglichst feine Proteinfillung 
zu bekommen. Dann werden die Réhrchen abgekiihlt, der Farb- 
stoff einpipettiert und wieder mit Stickstoff gefiillt. 

Wenn man mit 2,6-Dichlorphenol-indophenol arbeitet, erhitzt 
man die Réhrchen nochmals 10 Minuten im siedenden Wasserbad. 
Fiir die Versuche mit Porphyrindin kihlt man die Réhrchen 
in Kiswasser auf 0° ab und beobachtet die Entfirbung nach 
5—7 Minuten langem Schiitteln. Man macht zuerst eine Reihe 
von Versuchen mit stark verschiedenen Farbstoffmengen, um sich 
zu orientieren. Wenn man weib, in welchem Gebiet der Aqui- 
valenzpunkt liegt, fiihrt man noch je zwei parallele Versuche aus, 
einen mit zu viel, den anderen mit zu wenig Farbstoff, und so 
engt man das Gebiet, in dem sich die richtige Farbstoffmenge 
findet, immer mehr ein. Die Porphyrindin-lésung wird zweckmaBig 
jeden Tag frisch dargestellt (7 mg Farbstoff in 10 ccm Wasser), 
Da auch der krystallisierte Farbstoff nicht unbegrenzt haltbar ist, 
verlasse man sich nicht auf die EKinwage, sondern stelle den Titer 
der Lésung durch einen Reihenversuch mit reinem Cystein fest. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 2 











18 Kuhn und Desnuelle, Zur Bestimmung von Sulfhydrylgruppen usw. 


Eieralbumin. Die verwandte Eieralbuminlésung enthielt 56 mg 3mal 
aus Ammonsulfat-lésungen umkrystallisiertes Eieralbumin pro Kubikzentimeter 
(durch Trockengewichts-bestimmung ermittelt). 























Farbstoff ‘ Eieralb umin | F arbstoff Cystein /, Cystein 
in ecm in mg in mg in mg 
2,6-Dichlorphenol- 
indophenol. . . 0,7 39,2 0,724 0,244 0,62 °/, 
Porphyrindin . 0,7 39,2 0,261 0,225 0,58 °/, 


Trager des gelben Ferments. Das gelbe Ferment wurde nach 
H. Theorell’*) durch Dialyse gegen n/200-HCl bei 0° gespalten. Ein Teil 
der farblosen EiweiBlésung wurde iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum kon- 
zentriert (Triger I). Der andere Teil wurde 3 Tage gegen destilliertes Wasser 
dialysiert und ebenfalls im Vakuum eingeengt (Triiger II). Die beiden 
Lésungen wurden klar zentrifugiert und ihr EiweiBgehalt durch Mikro- 
Kjeldahl ermittelt. 

Es ist zu bemerken, dab der saure Triiger I, das Metaprotein, durch 
den Pufferzusatz ausfiel. Dieses Protein lag daher im denaturierten Zustand vor. 
Dagegen triibte sich die Lésung des neutralen kupplungsfihigen Triigers II 
nur wenig. 

Triger I (,,.Metaprotein“), 

Bedingungen: Temperatur 0°, py = 7,2. 

Triigerkonzentration: 34 mg in 3 ccm. 

Farbstoff: Porphyrindin. 

0,02 eem einer Lésung von 3,15 mg Porphyrindin in 5 eem wurden 
dem Protein-Puffergemisch zugegeben. Nach 10 Minuten in Eis tritt keine 
Entfiirbung ein. 

Cysteingehalt < 0,011 mg oder < 0,03°/,. 
Triger II (,Kupplungsfihiges Protein“). 

1. Im nativen Zustand. 

Bedingungen: Temperatur 0°, py = 7,2. 

Trigerkonzentration: 29,6 mg in 3 ccm. 

Farbstoff: Porphyrindin. 

0,02 cem einer Lésung von 2,84 mg Porphyrindin in 5 eem wurden 
dem Protein-Puffergemisch zugegeben. Nach 10 Minuten war noch keine 
Entfirbung eingetreten. 

Cysteingehalt < 0,010 mg oder < 0,03°/,. 

2. Durch Hitxe denaturiert. 

Bedingungen: Temperatur 100°, py = 7,2. 

Trigerkonzentration: 29,6 mg in 3 ccm. 

Farbstoff: 2,6-Dichlorphenol-indophenol. 

0,02 cem einer Lésung von 15,18 mg 2,6-Dichlorphenol-indophenol in 
10 eem Wasser wurden nach 10 Minuten bei 100° eben entfirbt. 

Cysteingehalt 10,22 y oder 0,035°/. 


Der Rockefeller Foundation sprechen wir fiir die Ge- 
wihrung eines Stipendiums unseren besten Dank aus. 
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Uber die Isolierung von Arginin, Histidin, Lysin, 
Glutaminsfure und Asparaginsiure aus gelbem Ferment. 
Von 
Richard Kuhn und Pierre Desnuelle. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. November 1937.) 


Die EiweiBkomponente des gelben Ferments liefert bei der 
Hydrolyse durch Salzsiure ein Gemisch von Aminosiuren, in dem 
nach Fraktionierung und stufenphotometrischer Bestimmung ent- 
halten sind?): 33 Mole Arginin, 13 Mole Histidin, 66 Mole Lysin 
40 Mole Prolin, kein Oxyprolin, 30 Mole Tyrosin, 24 Mole Phenyl- 
alanin, 17 Mole Tryptophan, 1,4 Mole Cystin und 34 Mole Glutamin- 
siure. Das Verhiltnis der Hexonbasen Arginin: Histidin : Lysin 
= 33:13:66 ist sehr angenaihert 2:1:4, namentlich wenn man 
bedenkt, daS das angewandte Verfahren bei Kontrollanalysen 
bekannter Proteine fiir Histidin etwa 20°/, zu niedrige Werte 
geliefert hat. 

Es war von Bedeutung, die colorimetrisch ermittelten Zahlen 
durch Isolierung der Aminosiiuren in Form krystallisierter Derivate 
zu stiitzen. Dies ist uns fiir die drei Hexonbasen gelungen. 
Das Arginin und das Histidin wurden als Flavianate, das 
Lysin ais Pikrat sehr schén krystallisiert erhalten und zur 
Analyse gebracht. Die Glutaminsiaure krystallisierte leicht in 
Form ihres schwer léslichen Chlorhydrats. Als neuen Bau- 
stein des gelben Ferments fanden wir in der Fraktion der 
Monoamino-dicarbonsiuren Asparaginsdure, deren gut krystalli- 
sierendes Kupfersalz sowohl krystallwasserhaltig wie wasserfrei 
die berechnete Zusammensetzung zeigte. In der KiweiSkomponente 
des gelben Ferments sind schitzungsweise 2°/, Asparaginsiure 
enthalten, was etwa 1,2°/, des Gesamistickstoffs entspricht. 

Die Cystin-bestimmungen haben wir wiederholt auf Grund 
einer vor kurzem erschienenen Arbeit von G. L. Miller und 
V. Du Vigneaud?®), die am Beispiel des Insulins gefunden haben, 


' 


1) R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ber. chem. Ges. 70, 1907 (1937). 
*) J. of Biol. Chem. 118, 101 (1987). 
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daf man durch Anwendung von Ameisensiure bei der Hydrolyse 
farblose Hydrolysate erhalten kann, die einen héheren Cystingehalt 
aufweisen als bei der iiblichen Arbeitsweise. Die EiweiBkomponente 
des gelben Ferments lieferte jedoch auch bei der Spaltung nach 
der Vorschrift von G. L. Miller und V. Du Vigneaud ein braunes 
Hydrolysat. Dieses enthielt 0,43°/, Cystin, also nicht mehr, als 
wir durch Anwendung von Salzsiure allein gefunden hatten (0,48°/,). 


Beschreibung der Versuche. 


Trennung und Isolierung der Hexonbasen®). 1,28 g Triiger wurden, 
wie zur Isolierung der Glutaminsiure angegeben'), mit Salzsiure hydrolysiert 
und die Hexonbasen durch Phosphorwolframsiiure gefillt. Nach Entfernung 
der Phosphorwolframsiure durch Amylalkohol—Ather (1: 1) wird die wiBrige 
Lésung mehrmals zur Trockne gebracht, mit Wasser aufgenommen und 
mit Silbersulfat im UberschuB versetzt. Man sorgt dafiir, daB die Flissig- 
keit Kongopapier stets stark bliut. Das Silberchlorid wird abzentrifugiert 
und gewaschen, die Lésung mit Bariumhydroxyd versetzt, bis sie nur noch 
schwach sauer reagiert, die Bariumsulfatfillung abzentrifugiert und mit 
Wasser ausgekocht. Lésung und Waschwasser werden im Vakuum auf 
etwa 30 ccm eingeengt und Arginin und Histidin als Silbersalz aus einer 
gesiittigten Bariumhydroxydlésung nach A. Kossel und F. Kutscher‘) 
gefillt. Die braune Fallung (F,) wird durch Zentrifugieren von der Lésung (L;,) 
getrennt. F, und L, werden in Gegenwart von verdiinnter Schwefelsiure 
durch Schwefelwasserstoff entsilbert (L,, L,). 

Die Lisung L, enthilt das Lysin. Zur Reinigung wird diese Amino- 
siure durch 10°/,ige Phosphorwolframsiiurelésung ausgefillt (Volumen der 
Fliissigkeit 40 ccm). Nach 24 Stunden wird zentrifugiert und der Nieder- 
schlag 2mal mit 5°/,iger Schwefelsiure, die etwas Phosphorwolframsiiure 
enthilt, gewaschen. Man list den Niederschlag in wiBrigem Aceton (1: 1) 
und entfernt die Phosphorwolframsiure durch Bariumhydroxyd. Den Uber- 
schuB an Bariumhydroxyd entfernt man genau durch verdiinnte Schwefel- 
siure. Nach dem Zentrifugieren wird die Lésung im Vakuum auf etwa 
1 cem eingedampft, und in einem Zentrifugenglas mit einigen Tropfen einer 
verdiinnten alkoholischen Pikrinsiurelésung versetzt. Das Lysinpikrat 
fillt sofort in feinen gelben Nadeln aus. Zur Analyse wurde es 2mal aus 
sehr wenig heiBem Wasser umkrystallisiert und im Vakuum iiber P.O, bei 


105° getrocknet. 
2,066 mg Subst.: 0,336 eem N, (20°, 751 mm). 
(C,H, O;N;) (C;H,,0,N,) = 375 Ber. N 18,66 Gef. N 18,72. 
Die Lésung L, enthilt das Arginin und Histidin. Die Trennung 
der beiden Aminosiuren erfolgte nach dem Verfahren von Vickery und 


Leavenworth®) durch Fillung des Histidin-silbersalzes bei py 7,0 (Brom- 
thymolblau hellgriin) und Fillung des Argininsilbersalzes bei py 11 (Phenol- 


3) Vgl. M. Bergmann u. C. Niemann, J. of Biol. Chem. 118, 301 (1937). 


4) Diese Z. 31, 165 (1900). 
5) J. of Biol. Chem. 72, 403 (1927): 


9, 377 (1928). 
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phthalein stark rot). Nach Entsilbern der beiden Niederschlige erhilt man 
zwei Lésungen L, (Histidin) und L, (Arginin). 

Die Lésung L, wird im Vakuum auf etwa 7 cem eingeengt und, nach 
Zusatz von Alkohol und Ather bis zur deutlichen Triibung, das Histidin 
durch Hopkins-reagens ausgefillt. Nach 12stiindigem Stehenlassen wird 
der Niederschlag zentrifugiert, mit Alkohol-Ather gewaschen und mit 
Schwefelwasserstoff entquecksilbert. Die so gewonnene Lésung wird im 
Vakuum stark eingeengt (auf 2 ccm), mit einigen Tropfen 2 n-Natronlauge 
fast neutralisiert und mit Flaviansiiurelésung im Uberschub versetzt 
Nach einer Viertelstunde fillt das hellgelbe Histidin-flavianat aus. 
Ausbeute an Rohprodukt: 67 mg. Es wurde 3mal aus Wasser umkrystalli- 
siert und im Vakuum iiber P,O, bei 105° getrocknet. 


3,114 mg Subst.: 3,17 eem HCl n/100 (Mikro-Kjeldah)l). 
(C,,)H,N.SO,) (C,H,N,0,) = 469 Ber. N 14,9 Gef. N 14,3. 


Die Lésung L, wird ebenfalls auf 4—5 ccm eingeengt und mit Flavian- 
siiure versetzt. Das orangegelbe Arginin-flavianat fillt sofort aus. 
Ausbeute an Rohprodukt: 173 mg. 

Zur Analyse haben wir 3mal aus Wasser umkrystallisiert und im 
Vakuum iiber P,O, bei 105° getrocknet. 


2,512 mg Subst.: 0,385 cem N, (20°, 747 mm). 
(C,,H,N-SO,) (C,H,,0,N,) = 488 Ber. N 17,2 Gef. N 17,0. 


Asparaginsaure. 1,28 g Triger wurden mit Salzsiiure 48 Stunden 
gekocht. Das Hydrolysat wurde durch Phosphorwolframsiure von den 
Hexonbasen befreit, die Monoamino-dicarbonsiiuren als Ba-salze gefiillt 
und die Glutaminsiure in iiblicher Weise isoliert. 

Die Mutterlaugen von den verschiedenen Glutaminsiiurechlorhydrat- 
fillungen werden vereinigt und mehrmals im Vakuum zur Trockne gebracht. 
Dann werden die noch vorhandenen Cl-ionen durch Silbersulfat, die Ag- 
ionen durch H,S und die SO,-ionen genau durch Bariumhydroxyd entfernt. 
Die so gewonnene Lésung wird auf 1 ccm eingedampft und mit so viel 
Alkohol versetzt, bis kein Niederschlag mehr entsteht. Die weife Fallung 
wird zentrifugiert, in wenig Wasser wieder gelést und nochmals mit Alkohol 
ausgefallt. Ausbeute 23 mg. 

Dann wird das weiSe Pulver in wenig Wasser gelést, mit Kupfer- 
carbonat im kleinen Uberschu8 versetzt und 10 Minuten gekocht. Die noch 
warme, blaue Lésung wird durch Zentrifugieren von Kupfercarbonat befreit 
und auf etwa 1 ccm eingeengt. Beim Abkiihlen fillt das asparaginsaure 
Kupfer aus. 

Einmal aus heiBem Wasser umkrystallisiert und an der Luft ge- 
trocknet: 


4,044 mg Subst.: 0,178 cem N, (20°, 755 mm). 

C,H,O,NCu-4,5H,O = 275,6 Ber. N 5,07 Gef. N 5,09. 

6 Stunden im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 105° getrocknet: 
3,857 mg Subst.: 0,241 cem N, (22°, 755 mm). 

C,H;O,NCu = 194,6 Ber. N 7,18 Gef. N 7,18. 
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Glutaminsaure. Uber die Isolierung des Chlorhydrats ist bereits 
berichtet worden’). Die Analyse ergab: 


3,934 mg Subst.: 2,18 eem HCl-n/100. 
C;H,O,N-HCl = 183,6 Ber. N 7,64 Gef. N 7,76. 


Cystin-bestimmung. 0,345 g durch reversible Spaltung erhaltener 
Triger wurden 48 Stunden mit 9,7 cem HCl (d = 1,19) und 10,3 ecm 50°/,iger 
Ameisensiure gekocht. Das braune Hydrolysat wurde mehrmals im Vakuum 
zur Trockne gebracht. Dann wurde der Riickstand in wenig Wasser ge- 
lést und die Lésung mit méglichst wenig Kaolin entfirbt. 18 cem (Gesamt- 
volumen 20) der jetzt farblosen klaren Fliissigkeit wurden im Vakuum aut 
3 ccm eingeengt und das Cystin in iiblicher Weise nach Folin und Marenzi 
bestimmt '). 


a=leem d=1 D= 27,9; k = 0,554 entspricht 450 7 Cystin. 


0,450 . a = 1,500 mg Cystin. 
a=leem d=1 D=266; k= 0,575 entspricht 460 7 Cystin. 
0,460 - 3 - 5 = 1,535 mg Cystin. 
Mittelwert: 1,515 mg Cystin. 
/, Cystin: 0,43°, oder %/, N-Cystin: 0,31°/,. 


Der Rockefeller Foundation sprechen wir fiir die Ge- 
wihrung eines Stipendiums unseren besten Dank aus. 
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Uber die Bindung von Silberionen durch das gelbe Ferment 
und dessen Eiweifkomponente. 
Von 
Richard Kuhn und Pierre . :snuelle. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1937.) 


H. v. Euler und O. Svanberg!) haben die Inaktivierung der 
Saccharase durch Silbernitrat eingehend untersucht. Sie stellten 
fest, daB die Abnahme der katalytischen Wirksamkeit von einer 
sehr starken Bindung der Silberionen durch die Saccharase- 
priparate begleitet wird. Potentiometrisch (Konzentrationskette) 
lieB sich die Abnahme der Silberionen-konzentration genau messen 
und durch Vergleich mit organischen Verbindungen bekannter 
Konstitution”) wahrscheinlich machen, daS im Molekil der 
Saccharase SH-Gruppen bzw. Komponenten einer Nucleinsiure 
die starke Entionisierung der Silbersalzlésungen bewirken. Durch 
Kinleiten von Schwefelwasserstoft in die mit Silbernitrat vergifteten 
Saccharaselésungen gelang es H.v. Euler und O.Svanberg}), die 
urspriingliche Aktivitiit praktisch véllig wieder herzustellen. 

Wir berichten im folgenden iiber entsprechende Versuche 
mit dem gelben Ferment, das im Gegensatz zur Saccharase in 
chemisch-reiner Form zugiinglich ist. Das gelbe Ferment bietet 
iiberdies die Méglichkeit, die prosthetische Gruppe und den 
kolloiden Triiger auch einzeln auf die Fahigkeit zur Bindung von 
Silberionen zu priifen. Darauf griindete sich unsere Hoffnung, 
durch vergleichende Entionisierungs-messungen zu neuen Aussagen 
liber die Art der Verkniipfung zwischen Eiweib- und Farbstoft- 
komponente zu gelangen. Sehr viel schwieriger als bei der 
Saccharase ist es, auf die Giftigkeit von Silbersalzen fiir das gelbe 
Ferment aus der Abnahme der enzymatischen Reaktionsgeschwin- 
digkeiten zu schlieBen. Denn man kennt noch kein System, in 


*) Fermentforschg 3, 330 (1920). 
*) H. v. Euler u. O. Svanberg, Fermentforschg 4, 142 (1921). 
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dem dieses Ferment allein zur Wirkung gelangt. Wie O. War- 
burg und W. Christian’) gezeigt haben, mu8 in allen Fallen 
neben einem Co-Ferment noch ein zweites Protein (Zwischen- 
ferment, Dehydrase) zugegen sein. Gelingt es also, eine durch 
gelbes Ferment katalysierte Reaktion durch Ag-[onen zu _ ver- 
giften, so kann es sich auch um eine Vergiftung des Zwischen- 
terments handeln. 

Versetzt man eine geniigend konzentrierte Lésung von reinem 
gelbem Ferment (10 mg in 1 ccm) mit verdiinnter Silbernitrat- 
lésung, so erhalt man eine gelbe silberhaltige Fallung. Dar- 
aus erkennt man, daB das Ferment mit Ag-lonen reagiert. 

Fiihrt man die Dehydrierung von Neuberg-ester mit 
Co-Ferment (Triphospho-pyridin-nucleotid), Zwischenferment und 
gelbem Ferment nach O. Warburg und W. Christian®) mit 
Methylenblau unter Stickstoff aus, so findet man bei Zusatz 
steigender Mengen von Silbernitrat eine starke Hemmung. 
In dem der Tab. 9 entsprechenden Versuch trat ohne Zusatz die 
Entfirbung des Methylenblaus nach 40 Sekunden, bei Zusatz von 
2,50-10~* Molen AgNO,/Liter nach 345 Sekunden ein, mit 
3,85 -10~4 Molen AgNO,/Liter nach 12 Stunden noch nicht. 





AgNO, Entfirbungszeit ¢ 1 403 
(Mol. 10~* Liter) in Sekunden t 

PH = _ | ees 0,00 40 25,0 

ee 1,67 70 14,3 
_ eae 2,22 180 5,56 
2,50 345 2,92 

2,78 460 2,18 

2,85 915 1,09 

3,47 2500 0,40 











Zu diesen Versuchen ist zu bemerken, dab Leuko-methylenblau 
bel p, = 7 unter Stickstoff durch Silbernitrat zum Farbstoff 
dehydriert wird. Immerhin lift sich mit dieser Methodik der 
Nachweis fiihren, daB die ,,Silbervergiftung® praktisch voll- 
kommen reversibel ist. Versetzt man namlich das durch 
AgNO, gelihmte Fermentsystem mit Schwefelwasserstoff, entfernt 
den Uberschu8 an H,S und figt erst dann das Substrat zu, so 
wird die urspriingliche Reaktionsgeschwindigkeit nahezu voll- 
kommen wiedergefunden. In dem der Tab. 10 des Versuchsteils 


5) Naturwiss. 20, 688 (1932); Biochem. Z. 266, 377 (1933); O. Warburg, 
Vortrag, KongreB fiir Physik, Chemie und Biologie, Paris 1937. 
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entsprechenden Beispiel beobachteten wir ohne Silber die Ent- 
farbung des Methylenblaus nach 45 Sekunden, mit Silbernitrat 
nach mehr als 10 Minuten, nach Regenerierung durch Schwefel- 
wasserstoff nach 55 Sekunden. 

Durch potentiometrische Messungen fanden wir, dab 
das gelbe Ferment sehr stark Silberionen bindet. Die GréBen- 
ordnung des Effektes ist dieselbe wie bei der Saccharase. Wie 
dort ist das Entionisierungsvermégen des Ferments als Ursache 
der Giftigkeit des Schwermetalls zu betrachten. Man konnte ver- 
muten, daB es sich dabei um eine Reaktion der prosthetischen 
Gruppe handelt, denn schon Lactoflavin ist zur Bildung eines 
roten, schwerléslichen Silbersalzes befihigt*), Aus den quantitativ 
ermittelten Beziehungen (Tab. 2) folgt indessen, daB das gelbe 
Ferment sehr viel mehr Ag-Ionen bindet, als stéchio- 
metrisch von der darin enthaltenen Lactoflavin-phos- 
phorsiure gebunden werden kénnen. Kine 5,7-10~4 n. 
AgNO,-Liésung, der man 0,21-10~4 molares reines gelbes Ferment 
zusetzt, ist nur noch 4,5-10—4 n. an Ag-Ionen. Die Ag’- Konzen- 
tration nimmt also-um 1,2-10~4 ab. Es werden etwa 6 Mole Ag 
durch 1 Mol gelbes Ferment entionisiert. Daraus ist zu schlieBen, 
daB es sich ganz iiberwiegend um eine Reaktion mit der Eiweib- 
komponente handelt. In Ubereinstimmung damit haben wir ge- 
funden (Tab. 3), daB die vom Farbstoff losgeléste aktive 
Kiwei8komponente sehr annihernd dasselbe Entioni- 
slerungsvermégen besitzt wie das gelbe Ferment. Die 
Unterschiede sind jedenfalls zu klein, um daraus, entsprechend 
der anfangs gehegten Hoffnung, Riickschliisse auf die Haftstelle 
des Farbstoffs am Eiwei8 ziehen zu kénnen. 

Die chemische Natur der Atomgruppierungen in der Kiweib- 
komponente, die ein so hohes Bindungsvermégen fiir Ag-Ionen 
besitzen, ist unbekannt. Mit Sicherheit 14Bt sich sagen, daB es 
sich weder um Nucleinsiure-reste noch um SH-Gruppen 
handeln kann. Denn die EiweiBkomponente ist frei von Phos- 
phor, und nach R. Kuhn und P. Desnuelle®) sowohl im nativen 
wie im denaturierten Zustande auch frei von SH-Gruppen. Aus 
diesem Grunde erscheint es fraglich, ob die im Falle der 
Saccharase gezogenen SchluBfolgerungen zu Recht bestehen. Man 
muB annehmen, daB in Proteinen phosphor- und schwefelfreie 


*) R. Kuhn, H. Rudy u. Th.Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 66, 
1950 (1938). 
») Diese Z. 201, 14 (1937). 
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Atomgruppierungen von hohem LEntionisierungsvermégen vor- 
kommen, fiir die man einfachere Modellverbindungen heute noch 
nicht kennt. 

In Vergleichsversuchen haben wir festgestellt, daB Muskel- 
adenylsiure praktisch gar nicht, Hefe-adenylsiure dagegen 
sehr betrichtlich Ag-Ionen bindet (Tab. 5 und 6). Diese Mes- 
sungen sind wie diejenigen am gelben Ferment und seiner Kiweif- 
komponente bei p,, = 5,5 + 0,2 ausgefiihrt worden. Unter diesen 
Bedingungen entionisiert Lactoflavin nicht, die gemessene KMK. 
iiberschritt nicht 2—3 Millivolt. Am Glutathion fanden wir, 
daB die Sulfhydrylform G—SH Silberionen sehr stark bindet (Tab. 7), 
wahrend die Disulfidform G—S—S—G (Tab. 8) wirkungslos ist. Dies 
stimmt genau zu den Befunden, die H. v. Euler und O. Svan- 
berg am Cystein und Cystin bereits erhoben hatten. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Elektroden bestanden aus 7 cm langen Stiicken von reinem 
Silberdraht. Ihr oberer Teil war lackiert, so daB nur 1 em blankes Metall 
in die Lésungen eintauchte. Die blanken Teile wurden durch vorsichtiges 
Reiben mit feinstem Glaspapier gereinigt. Vor jeder Messung tiberzeugten 
wir uns davon, daB zwischen den Elektroden, wenn sie in Silbernitrat- 
lésungen von gleicher Konzentration getaucht wurden, keine EMK. herrschte 
(+ 0,5 Millivolt)) War dies dennoch der Fall, so wurde die Reinigung 
wiederholt. 

Die Elektrodengefibe waren zylindrische Glasréhrchen von 2 em 


Innendurchmesser und 10 cem Fassungsvermégen. Das Fliissigkeitsvolumen: 


bei den Messungen betrug 7cem. Die Heber, welche die ElektrodengefiBe 
verbanden, waren mit Agar-Agar + gesiittigter Kaliumnitrat-losung gefiillt. 
Nach W. Nernst ist die EMK. £# einer Konzentrationskette 
AT, 
nf 
R = Gaskonstante, 7’ = absolute Temperatur, x = Wertigkeit der lonen, 
F = 96500 Coulombs, c, und c, = Konzentration der elektromotorisch wirk- 
samen Jonen in den beiden Elektroden-fliissigkeiten. Bei Ag-Ionen (n = 1) 
ist fiir c, : ¢, = 1:10 die EMK. = 58 Millivolt. Wie Tab. 1 zeigt, wurden 
die theoretischen A-Werte mit der benutzten MeB-anordnung erreicht. 
Das gelbe Ferment war nach dem Verfahren von F. Weygand 
und H. Stocker®) aus Hefe der Léwenbrauerei Miinchen dargestellt und 
durch Fraktionierung mit Ammonsulfat’) sorgfiltig gereinigt. Nach colori- 
metrischer Bestimmung betrug der Gehalt an Lactoflavin 0,54 °/,, was 
einem Mol.-Gew. von 70000 entspricht. Die angewandte Lésung enthielt 
5,2 mg gelbes Ferment in 1 cem. Im Gesamtvolumen von 7 ccm waren je 
2ccm dieser Lisung, deren py = 5,5 war, enthalten (c = 0,21-10~%). 


E 
iy _— 
7 = 


a 
Cy 


®) Diese Z. 247, 167 (1937). 
”) Vgl. R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ber. chem. Ges. 40, 1907 (1937). 












Fe a ee a 








Uber die Bindung von Silberionen durch das gelbe Ferment usw. 


Tabelle 1. 


Messung der Konstanten K mit reinen Silbernitrat-lésungen. 























c, Cy “ | log- | EMK. K £9 
C2 Cy 

0,5-1072 | 0,25-107? 2 0,301 17,2 0,0574 24 
0,5-107? 1,0 -10-* 50 1,699 98,5 0,0580 24 
0,5-10-° | 1,0 -1074 5 0,699 40,5 0,0580 22 
0,5-10-* | 0,20-10—+ 25 1,398 78,0 0,0560 22 
0,5-10-5 | 0,1 -1074 50 0,699 95,0 0,0560 22 
0,5-10-* | 0,1 -1074 5 0,699 38,5 0,0550 22 


Tabelle 2. 


Gelbes Ferment. 




















; EMK. | ,,.. ¢ ; lo Ag 

i (Millivolt) 5 Cy Ce ? geb. | frei 
5,7 -10—~ 6,0 0,103 1,27 | 4,49 -1074 | 21 79 
1,8 +1074 11,9 0,207 1,61 | 1,12 -1074 | 37,5 62,5 
1,07 -107* | 17,0 0,294 1,97 | 0,544-1074 | 49,5 = 50,5 
0,71 -10-* | 25,8 | 0,485 2.72 | 0,261-10-* | 638 37 
0,857-10-* | 50,0 0,86 7,25 | 0,049-10-4 | 86 14 
0,07 -10~4 76,0 37 23,4 0,003-10—4 95 5 


Die Eiweibkomponente wurde, um Stérungen durch adsorbierte 
Chlorionen zu vermeiden, aus dem gelben Ferment nicht durch Spaltung 
mit verdiinnter Salzsiiure, sondern durch 2-tiigige Dialyse gegen n/200- 
Schwefelsiure, bei 0° gewonnen. Bei der anschliebenden 3tigigen 
Dialyse gegen destilliertes Wasser bildete sich aus dem zuniichst vorliegenden 
inaktiven Metaprotein die mit Lactoflavin-phosphorsiure kuppelnde Kiweib- 
komponente. Von einer dabei aufgetretenen geringen Flockung wurde ab- 
zentrifugiert und der Gehalt der Lésung durch Stickstoff-bestimmung nach 
Kjeldahl ermittelt. 1c¢ccm enthielt 2,53 mg Protein (N-Gehalt = 16,3 °/,). 
Die Lésung erwies sich als frei von Sulfat (Bariumchlorid) und hatte 
Py = 9,3. 

Bei den Messungen der EMK. waren je 3 cem dieser Losung (7,6 mg 
Triiger) im Gesamtvolumen von 7 cem enthalten (¢ = 0,15+20~‘). 


Tabelle 3. 


EKiweibkomponente. 




















+ r Cy C; "lo Ag 

C EMK. log» — — C. | fra: 

Cy C, geb. | frei 

4,66 -107* 4,8 0,083 1,21 3,87 -10~4 17 83 
2,86 -10~* 6,5 0,112 1,29 2,22 -10~* 22 78 
1,43 -10~¢ 9,7 0,167 1,47 0,972-107* 32 68 
0,72 -10~% 17,0 0,292 1,96 0,367-107* 51 49 
0,410-10~4 28,0 0,481 3,03 0,135-1074 67 33 
0,167-10~* 40,0 0,704 5,06 0,033 -10~4 80 20 
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Als Lactoflavin diente ein reines synthetisches Priiparat, das nach 
R. Kuhn, K. Reinemund, F. Weygand und R. Strébele’) iiber 1,2-Di- 
methyl-4,5-dinitrobenzol und d-Ribamin nach dem Borsiure-verfahren dar- 
gestellt war. In je 7 cem Silberniirat-loisung waren bei den folgenden 
Messungen 51,5 y Lactoflavin entsprechend 9,6 mg gelbem Ferment enthalten. 





















“ EMK. (Millivolt) 
2,86-10-* 2,4 
1,53-10~' 2,7 
0,72-1074 3,1 


























Zur Darstellung einer Lisung von Lactoflavin-phosphorsiure 
wurden 50 cem (260 mg) reines gelbes Ferment mit 250 cem Methanol ver- 
setzt und 1 Stunde unter RiickfluB gekocht. Das ausgefallene Protein 
wurde abzentrifugiert und mit Methanol gewaschen. Die Methanollésung 
brachten wir im Vakuum zur Trockne und lésten aus dem Riickstand die 
Flavinphosphorsiure mit wenig wasserhaltigem Methanol heraus. Das Ver- 
dampfen und Ausziehen wurde éfters wiederholt, der Riickstand zuletzt in 
reinem Wasser gelést und der Farbstoffgehalt am Stufenphotometer be- 
stimmt. 1 ccm enthielt 67,7 y Lactoflavin-phosphorsiure entsprechend 10,5 mg 
gelbem Ferment. Von dieser Lésung wurde je 1 cem (Gesamtvolumen 7 ccm) 
angewandt. 


Tabelle 4. 


Farbstoffkomponente nach Spaltung des Ferments durch 





























Methanol. 
—_— = — 
C, EMK. | log-“1]| Cy lo * 
Ge Cy geb. | frei 
7,15 -10—4 8,5 0,149 1,41 5,07 - 1074 29 | @71 
4,8 -10-*] 120 0,207 1,61 2,67 -10—4 38 62 
2,86 -10-* | 16,0 0,280 1,91 1,49 -1074 48 52 
0,715-10-4 | 36,5 0,641 4,38 | 0,163-10—4 17 23 
0,572-10-* | 44,0 0,785 6,1 0,094-1074 84 16 


Aus den Zahlen der Tab. 4 berechnet sich, da8 mehr als 3 Atome 
Silber gebunden wurden, von denen theoretisch 1 auf die NH-Gruppe und 
2 auf den Phosphorsiure-rest entfallen kénnten. Die Diskrepanz beruht 
sehr wahrscheinlich auf der Anwesenheit niedrig molekularer, stark Ag- 
lonen bindender Bruckstiicke der EiweiBkomponente, die sich bei der Spal- 
tung mit Methanol gebildet haben. 

Die Muskel-adenylsiiure und Hefe-adenylsiure waren von 
Dr. G. Henning bezogene Priparate. 


‘) Ber. chem. Ges. 68, 1765 (1935). 
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nach i Tabelle 5. 
9Di- 
2-Di- = Muskel-adenylsiure. 
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al 10,4 mg Subst. unter Zusatz von 2,85 cem n/100-NaOQH in 20 ccm Wasser 
n es aii 
elést. = §4,¢= oer", 
ten. senate Sn Suen ented 
Ansatz EMK. (Millivolt) 
4 ccm n/2000-AgNO, + 2 ccm Wasser 
+ 1cem (0,52 mg) Muskeladenylsiure 1,2 
2 cem n/2000-AgNO, + 4 ccm Wasser 
+ 1 cem (0,52 mg) Muskeladenylsiure 2,0 
4 cem n/10000-AgNO, + 2 cem Wasser 
+ lecm (0,52 mg) Muskeladenylsidure 3,0 
ure 
ver- ; , 
ung Hefe-adenylsiure. 
die 10,7 mg Subst. unter Zusatz von 2,80 cem n/100-NaOH in 20 cem Wasser 
Ver- gelést. py = 5,4, ¢ = 0,21-107%. 
t in 
be- Ansatz EMK. (Millivolt) 
mg = AT —— ae Ss — — ———— SaaS 
em) 1 eem n/2000-AgNO, + 5,9 cem Wasser 


+ 0,1 cem (0,0535 mg) Hefeadenylsiiure . 

4 eem n/2000-AgNO, + 2 cem Wasser 

+ 1cem (0,535 mg) Hefeadenylsiure . 

2 ecm n/2000-AgNO, + 4 ccm Wasser 

+- 1 ecm (0,535 mg) Hefeadenylsiure . 
— 1 cem n/2000-AgNO, + 5 cem Wasser 
+- 1 cem (0,535 mg) Hefeadenylsiure . 
4cem n/10000-AgNO, + 2 ccm Wasser 
+ l1ecm (0,535 mg) Hefeadenylsiure . 


Vom Glutathion G-HS (F. Hoffmann-La 
in 20 cem Wasser unter reinem Stickstoff geldst. 
Tab. 7 war im Gesamtvolumen von 7 ccm je 1 ccm 
enthalten. 


Tabelle 7. 





29,0 


Roche) wurden 8,2 mg 
In den Versuchen der 
dieser Lésung (0,41 mg) 























ws Glutathion G-SH. 

iht : EMK.|,,.% | & ; ”, Ag 

= "a (Millivolt) ” Cy 5 geb. frei 
25 -107! 3,3 0,058 1,15 |21,8 -10-*] 13 87 

on 10,7 +107! 9,9 0,171 1,48 7,23 -10-*] 32,5 67,5 
5,0 -10~4 23,5 0,402 2.58 1,975-10-* 1 60,5 39,5 
3,56-10~* 44.5 0,767 5,85 0,608-10-*] 83 17 
3,00-10~4 70,0 1,25 7.8 0,169-10-*| 95 | 5 

Q 1074 | > 
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Das Glutathion G-S-S-G haben wir aus G—-SH nach dem Verfahren 
von A. Schéber!1”) dargestellt. Es gab mit Nitroprussid keine Farbreaktion. 


Tabelle 8. 


Glutathion G-S-S-G. 
Im Gesamtvolumen von 7 ccm waren je 0,80 mg Subst. enthalten. 





c, (Mol/Liter) EMK. (Millivolt) 





3,56-10—* 1,5 
2,50-10—4 2.0 
1,25-10~' 2.5 


Tabelle 9. 
»Silbervergiftung“. 
Das gelbe Ferment (2,08 mg in 1 eem), Wasser und Silbernitrat wurden 
zuerst in die Thunbherg-réhrchen einpipettiert und durch Schiitteln gut 


gemischt. Erst nachher wurden die anderen Lésungen zugegeben. 
t= 37°. Die Zahlen bedeuten Kubikzentimeter. 




















1 2 3 4 5 6 7 8 
Gelbes Ferment . . .} 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 0,1 
Wasser. ..... .] 0,5 | 0,4 7 0,2 | 0,1 | 0,05] 0,1 | 0,09 0,25 
AgNO, n/400 . . . .] 0,0 | 0,0 | 0,9 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,25 
AgNO, n/800 . . . .] 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,4 [0,41] 0,0 
AgNO, n/1000. . . .| 0,0 | 0,1 | 0,3 | 0,4 | 0,45] 0,0 | 0,0 0,0 
m/2-Phosphat (pq 7,0)} 0,2 | 0,2 | 0,2 | 0,2 | 0,2 | 0,2 | 0,2 0,2 
Methylenblau 1:5000. | 1,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 0,5 
m/50-Neuberg-ester .] 0,1 | 0,1 | 0,1 0,1 | 0,1 0,1 | 0,1 0,1 
Co-Ferment . . . . .]| 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 0,1 
Zwischenferment. . .]| 0,3 | 0,3 | 0,3 | 0,38 10,3 | 0,3 | 0,3 0,3 

Entfairbungszeit 
in Sekunden 40 70 | 180 | 345 | 460 | 915 | 2500]>12Stdn. 











Tabelle 10. 
Reversibilitaét der ,,Silbervergiftung“. 


Bei den Versuchen II und III wurden zuerst gelbes Ferment, Wasser, 


Silbernitrat-lésung, Phosphat, Co-Ferment und Zwischen-ferment in die 
Thunberg-réhrchen einpipettiert. Dann wurden in Versuch II 0,15 eem 
1/, gesiittigter Schwefelwasserstoff-lésung, in Versuch III 0,15 cem Wasser 
zugegeben. Man evakuiert 30 Sekunden, um den Scl.wefelwasserstoff- 
iiberschu8 auszutreiben. Dann gibt man in jedes Rohr Methylenblau und 


*) Diese Z. 201, 167 (1931). 
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hren Neuberg-ester zu. Nachher werden die Réhren, wie iiblich, 2 Minuten 
tion. evakuiert und bei 36° geschiittelt. 
Gelbes Ferment: 2,08 mg/cem. Silbernitrat-lésung: n/400. 
Ansatz I IT a8 
Gelbes Ferment . 0,1 0,1 0,1 
Wasser 1. 0,5 0,2 0,2 
Silbernitrat. . . . 0,0 0,3 0,3 
Phosphat py = 7,0 0,2 0,2 0,2 
Co-Ferment . , 0,1 0,1 0,1 
Zwischen-ferment . 0,! 0,8 0,3 
Schwefelwasserstott 0,0 0,15 0,0 
Wasser 11 ; 0,15 0,0 0,15 
Methylenblau . 0,5 0,5 0,5 
Neuberg-ester . 0,1 0,1 0,1 
Entfiirbungszeit . 45 Sek. 55 Sek. > 10 Min. 
rden Der R ° 7 ° 7s +s : ‘ow iy 
er Rockefeller-Foundation sprechen wir fiir die Gewihrung 
gut eines Stipendiums unseren besten Dank aus. 


‘ben. 




















































Zur Kenntnis der Gallensduren. 
53. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. November 1937.) 


Einige Oximierungsversuche. 


Im Laufe anderer Untersuchungen sind verschiedene Oxi- 
mierungen ausgefiihrt worden, die zwar bisher nicht zu krystalli- 
sierten oder ganz reinen Produkten gefiihrt haben, die aber mit- 
geteilt werden sollen, da sie zur Klirung der Konstitution der 
Ausgangssubstanzen beitragen kénnen. 

Biliansiure liefert mit Salpetersiiure (D. 1,4) von Raumtempe- 
ratur eine stickstoffhaltige Verbindung, die anfangs als eine Amid- 
siure, entstanden durch Aufsprengung des Ringes B (vgl. Formel IV), 
aufgefaBt worden war, spiiter aber als «-Nitroketoverbindung er- 
kannt wurde. Da die Siure sich vierbasisch titrieren lift, wird die 
Nitroketogruppierung in einer tautomeren Form (Nitroenol- oder 
Isonitroketogruppe) anzunehmen sein (F'ormel I). DaB bei der Bildung 
des KérpersI Ring B der Biliansiure erhalten bleibt, dafiir spricht 
die Beobachtung, daB die Siure I mit alkalischer Permanganat- 
lésung sowohl direkt, als auch indirekt (iiber ein Reduktionsprodukt) 
in Ciliansiure iibergefiihrt werden kann’). Als unmittelbare Vor- 
stufe der Ciliansiure ist aber nach W. Borsche und R. Frank’) 
ein «-Diketon mit den beiden CO-Gruppen in Ring B anzunehmen. 
Unter den gleichen Bedingungen wie Verbindung I aus Biliansiure 
bildet sich aus der Ketolactamtricarbonsiure IV die _ ,,¢-Siure“ 
C,,H,,N,0,,. Auch dieser Kérper war zunichst als eine Amid- 
siure angesehen worden; wie aber in der 51. Mitteilung*) gezeigt 
wurde, liefert die vierbasische «-Siiure mit alkalischer Permanganat- 
lésung eine vierbasische Verbindung ©, ,H,.. NO, ,, die in ihrer Struktur 


') Diese Z. 244, 246 (1936). *) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). 
3) Diese Z. 246, 260 (1937). 
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und Entstehungsweise sich ganz der Ciliansiure an die Seite stellt. 
Auch der «-Saure diirfte deshalb die Konstitution einer Isonitro- 
keto- oder u. U. einer Nitroenolsiiure zukommen (II). Die «-Siure 
geht, wie schon vor lingerer Zeit festgestellt wurde’), unter dem 
KinfluB heiBer 90°/,iger Schwefelsiiure in eine isomere, ebenfalls 
vierbasische ,,#-Siiure“ iiber, deren Natur zunichst unklar blieb, man 
hatte an Stereoisomerie gedacht. Vor kurzem sind nun einige 
Beobachtungen gemacht worden, die vielleicht gestatten, der 
B-Siure die Strukturformel III zuzuerteilen. Unter Umstiinden 
miiBte in dieser Formel an Stelle der Gruppe —CO—N(OH)—CO— 
in dem erweiterten Ring B die Gruppierung —C(: NOH)—O—CO— 
gesetzt werden”). 

Oximierungsversuche mit der Isonitroketosiiure I wurden ur- 
spriinglich in der Absicht vorgenommen, von der Siure I zur 
6-Saure III zu gelangen. Wenn nimlich bei der Oximierung von I 
nur die Ketogruppe des Ringes C in Reaktion trat, die des Ringes B 
aber nicht reagierte, weil sie vielleicht durch die benachbarte 
Isonitrogruppe behindert wurde, hatte man ein 12-Monoxim er- 
halten kénnen, das durch Behandeln mit heiBer Schwefelsiiure 
die Beckmannsche Umlagerung des Ringes © und gleichzeitig 
die Veriinderung des Ringes B, die beim Ubergang der a@-Siure 
in die f#-Siure sich vollzieht, hatte erfahren kénnen. Die Oximierung 
ergab aber, daB 2 NOH-Gruppen in das Molekiil eintreten, es 
reagiert also auch die CO-Gruppe des Ringes B; daraus den 
Schlu8 zu ziehen, daB diese Gruppe als solche und nicht in der 
Enolform vorliegt, wiirde nicht angingig sein, denn es kinnte die 
Enolform bei der Oximierung erst in die Ketoform iibergehen. 
Versuche, das erhaltene Dioxim durch heiBe Schwefelsiure um- 
zulagern, haben bis jetzt nicht zu einem brauchbaren Produkt 
gefiihrt. — Von der e-Saure II war auf Grund des mit der Siure | 
angestellten Oximierungsversuches zu erwarten, daB sie mit 
Hydroxylamin ein Monoxim liefern wiirde. Das ist auch in der 
Tat der Fall. Es reagiert also auch hier die CO-Gruppe des 
Ringes B. DaB eine Reaktion der CO-Gruppe des Lactamringes 
nicht in Frage kommt, war von vornherein anzunehmen, da m. W. 
Falle solcher Art in dem Schrifttum nicht bekannt sind. Es ist 
aber iiberdies auch die Muttersubstanz der a-Siiure, die Keto- 
lactamtricarbonsiure IV, mit Hydroxylamin gepriift worden; dabei 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 191, 96 (1930). 
*) Diese Z. 248, 176 (1937). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. a 
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hat sich, wie zu erwarten, ergeben, daf nur das Carbonyl des 
Ringes B in Reaktion tritt, denn es entsteht Biliansiure-oximlactam, 
das friiher durch Umlagerung des Biliansiiure-dioxims hergestellt 
worden war. Zur Identifizierung des aus IV erhaltenen Oxims 
wurde es in die bekannte blaue Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, 
iibergefiihrt (—C(: NOH)—CH< —-» —C\NO)=C<), die ihrerseits 
wieder in die Ketolactamtricarbonsiure IV zuriickverwandelt werden 


konnte (—C(NO)=C< —»+ —C\OH)=C< -» —CO—CH<). 


Auch die #-Siure III ist einem Oximierungsversuch unter- 
zogen worden, mit dem Ergebnis, dai hier eine Oximierung nicht 
stattfindet. Das war auch bei der angenommenen Struktur der 
Saure nicht zu erwarten, da die Siure keine reaktionsfihige Gruppe 
enthilt. In der letzten Mitteilung') ist aus dem Schrifttum eine 
Verbindung angefiihrt worden, die vermutlich ein Analogon der 
f-Saiure darstellt, das sogenannte ,,Camphonitrophenol“, das nach 
Lowry als Oxim des Camphersiiureanhydrids bzw. als Oximid 
der Camphersiure, also als ein Kérper, der die Gruppierung 
—(Q(: NOH)—O—CO— oder —CO—N(OH)—CO— enthilt, auf- 
zufassen ist. Er ist nach Lowry’) identisch mit der bereits von 
Errera_ hergestellten Verbindung, die durch Oximierung von 
Camphersaiureanhydrid entsteht; bei dieser Reaktion tritt eine 
Oximgruppe in das Molekiil des Camphersiureanhydrids ein, eine 
weitere Aufnahme von Stickstoff erfolgt nicht, damit steht das 
eben geschilderte Verhalten der #-Saiure in Kinklang. Bemerkens- 
werterweise bildet sich ,,Camphonitrophenol nach Ponzio*) auch 
beim Eintragen von «@-Isonitrosocampher in Salpetersiure (D. 1,37) 
unter Kihlung. Da nun bei der Kinwirkung von Salpetersdiure 
(D. 1,4) auf Biliansiure sowohl, wie auf die Ketolactamtricarbon- 
siure IV «-Isonitrosoketone als Vorstufen der Isonitroketosiure I 
bzw. der «-Saure II anzunehmen sind‘), war mit der Méglichkeit 
zu rechnen, daf in den Saéuren I und II die Gruppierungen 
—(Q(: NOH)—O—CO— oder —CO—N(OH)—CO— vorliegen (die 
8-Siure kénnte dann mit der «-Siure stereoisomer sein). Dagegen 
spricht aber die Tatsache, daB aus der Verbindung I Ciliansaure, 
aus II eine der Cilianséure offenbar analog strukturierte Verbindung 
erhalten werden kann, was nach dem oben Gesagten voraussetzt, 
daB in Ring B voriibergehend die Gruppe —CO—CO— autftritt. 


1) Diese Z. 248, 175 (1937). 
*) J. chem. Soc. Lond. 73, 1004, 1005 (1898). 


*) Gazz. Chim. Ital. 32, II, 34 (1902). *) Diese Z. 246, 261 (1987). 
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Auch das Verhalten der Saiuren I und II bei der Oximierung steht 


‘nicht in Kinklang mit der Annahme einer dem ,,Camphonitro- 
\ phenol“ analogen Struktur. DaB in dem Versuch von Ponzio der 
\ a-Isonitrosocampher durch Salpetersaure (D. 1,37) in der Kalte — 
offenbar nach vorhergehender Oxydation zu «-Isonitrocampher — 
‘in ,Camphonitrophenol“ umgelagert wird, die entsprechende Um- 
‘lagerung beim Ubergang der «-Siiure in die f-Siure aber erst 
‘unter dem Einflu8 heiBer 90°/, iger Schwefelsiiure sich vollzieht, 
iwird vielleicht verstiindlich, wenn man bedenkt, daB im ersteren 
/Falle durch die Ringerweiterung ein Sechsring, im letzteren aber 
‘ein Siebenring entsteht. Bei dieser Gelegenheit sei bemerkt, daB 


‘von den beiden méglichen Gruppierungen —C(: NOH)—O—CO— 
‘und —CO—N(OH)—-CO— meines Erachtens die zweite die gréBere 


/Wahrscheinlichkeit fiir sich hat, der Ubergang der «-Siiure in 


die #-Siure (bzw. des Isonitrocamphers in ,,Camphonitrophenol“) 
wire dann als eine modifizierte Beckmannsche Umlagerung 
aufzufassen. Die Modifikation besteht darin, daB 5wertiger Stick- 
‘stoff, der spiter 3wertig wird, an der Umlagerung beteiligt ist: 
i—C(:NO,H)—CO— —> —CO—N(:0)H—CO— —> —CO—N(OH)—CO-. 
Schon Lowry (a. a. 0., S. 1001) hat die Ahnlichkeit betont, 
‘die zwischen der Umlagerung des «-Isonitrocamphers in ,,Campho- 
nitrophenol“ und der Umwandlung des «-Isonitrosocamphers in 
‘Camphersiureimid besteht. — Wie in der letzten Mitteilung er- 
twihot, ist fiir die 8-Siure auch eine Nitroenolstruktur méglich, 
saber sehr wenig wahrscheinlich; giinzlich auszuschlieBen ist aber 
‘eine solche Struktur auch jetzt noch nicht. 

'  Isobilianstiure, C,,H,,0,, wird durch 32,5°/,ige Salpetersiiure 
‘bei Dampfbadtemperatur in Bilisoidansiure, C,,H,,0,, iibergefiihrt. 
‘Dieser Ubergang laBt sich am einfachsten so erkliren, daB eine 
‘Methylengruppe, die sich in unmittelbarer Nachbarschaft eines 
‘Carbonyls befindet, zu einer Ketogruppe oxydiert wird. Weil der 


‘Ketoring C gegen Oxydationsmittel verhiltnismiBig bestindig ist, 





‘kann fiir Bilisoidansiure Strukturformel V als wahrscheinlich an- 
igesehen werden. Neuerdings ist Bilisoidansiiure auch durch Oxy- 
tio der von Isobiliansiure sich ableitenden Nitrosoverbindung 
U,,H,,NO, mit 32,5"/,iger Salpetersiure erhalten worden’). Von 
den drei in der Bilisoidansiure anzunehmenden Ketogruppen 
hhatte sich beim Oximieren nur eine nachweisen lassen; da die 
Oximierung in alkalischer Lésung vorgenommen wurde, war dieser 









1) Diese Z. 235, 74 (1935). 
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Befund nicht mehr verwunderlich, nachdem das Verhalten der 
Siure gegen Natronlauge erkannt worden war. Die dreibasische 
Bilisoidansiure wird nimlich durch iiberschiissige Natronlauge 
vierbasisch, anscheinend handelt es sich hierbei um eine Um. 
wandlung nach Art der Benzilsiiure-Umlagerung (vgl. oben: 
Bildung der Ciliansiiure). Die so entstandene Oxyketotetracarbon- 
siiure VI hat sich allerdings nicht isolieren lassen, sie geht offenbar 
leicht in eine Lactonsiure iiber, indem die Hydroxylgruppe mit 
einem Carboxyl, vermutlich dem y-stindigen, unter Wasseraustritt 
reagiert. Da der Ubergang der dreibasischen Bilisoidansiure in 
die vierbasische Saure schon durch iiberschiissige n/10-Natronlauge 
bei gewOhnlicher Temperatur allmiihlich sich vollzieht, muBte 
auch daran gedacht werden, daB die Bilisoidansiiure vielleicht 
eine Ketolactontricarbonsiure (mit einer stabilen Doppelbindung 
oder mit einer Briickenbindung) sein kénnte!), wenn auch die 


















Entstehung einer solchen Siure aus IJsobiliansiure nicht so leicht — 


und ungezwungen sich erklaren laBt wie die einer Triketotricarbon- 


siure. Es ist deshalb versucht worden, auch die beiden anderen, © 
in der Bilisoidansiure angenommenen Ketogruppen nachzuweisen. ~ 


Noch gemeinsam mit H. Kirchhof war eine kleine Menge des 
‘Trimethylesters der Siure hergestellt und in waBrig-methylalko. 
holischer Lésung mit Hydroxylaminhydrochlorid und Natriumacetat 
oximiert worden. Man erhielt damals eine anscheinend nicht 
einheitliche Substanz, die bei der Analyse einen Stickstoffwer 
ergab, der zwischen den von einem Dioxim und einem Trioxin 
verlangten Werten lag, aber weit mehr dem des Dioxims sich niherte 
(gef. 5,74°/, N, ber. fiir C,,H,,N,O,: 5,22 °/,, fiir C,,H,, N,O,: 7,62°/, N) 
Spiter ist der Versuch gemacht worden, Bilisoidansiure mii 
o-Phenylendiamin zu einem Chinoxalinderivat zu kondensieren: 
in brauchbarer Form lieB sich ein solches Derivat nicht isolieren, 
wenn auch allem Anschein nach eine Reaktion eingetreten war 
Versuche, Bilisoidansiure in saurer Lésung zu oximieren, scheiterter 
an der Schwerléslichkeit der Substanz. In letzter Zeit ist dam 
Bilisoidansiiure mit freiem Hydroxylamin in wiabriger Loésun: 
oximiert worden. Dabei wurde ein Produkt erhalten, das nich 


einheitlich war, aber offenbar zum gréBten Teil (zu fast °/,) au 


dem Trioxim der Bilisoidansiiure bestand, dem in kleinerer Meng: — ilies 
i abr, 


das Oxim der umgelagerten und lactonisierten Siure beigemischi 
war. In der schwach alkalischen Hydroxylaminlésung diirfte ebet 


 M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 169, 166 (1927). 
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‘hydrochlorid in 6,5 ecm 10°/,iger Natronlauge und 3,5 cem Wasser. In allen 
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‘nur z. I. die Umlagerung der Bilisoidansiiure erfolgt sein. Wenn 
‘somit auch die Isolierung des reinen Trioxims bis jetzt nicht ge- 
‘lungen ist, so bilden die Versuche doch eine starke Stiitze fir 
‘die Ansicht, daB Bilisoidansiiure eine Triketotricarbonsiure und 
‘nicht eine Monoketolactontricarbonsiure der oben bezeichneten 
Art darstellt. 
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Bilisoidansiure, C,,H,.0.. Oxyketotetracarbonsiiure, C,,H,,O;o. 


Beschreibung der Versuche. 


Fiir die folgenden Versuche gilt allgemein, dab die Oximierungen in 
wiBriger Lisung mit freiem Hydroxylamin (Hydroxylaminhydrochlorid + 
dquivalente Menge Natronlauge) vorgenommen wurden, und zwar iibergoB 
man jedesmal 0,5 g Substanz mit einer Liésung von 1,25 g Hydroxylamin- 





Fallen trat bereits in der Kilte Loésung ein, die Lésungen wurden dann 
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1'/, Stunde auf dem Dampfbad erhitzt. Weitere Verarbeitung vgl. unten. 
Alle erhaltenen Priiparate zeigten wenig scharfe Zersetzungspunkte, die 
deshalb nicht angegeben werden. 


1. Oximierung der Isonitroketosiure I. Die Bereitung der Ver- 
bindung I erfolgte nach der friiher gegebenen Vorschrift'). Die mit wiBrigem 
Hydroxylamin entstehende Lésung war gelb gefirbt und etwas triib, sie 
wurde vor dem Erhitzen durch Filtrieren gekliirt. Nach dem Erhitzen und 
nach Erkalten der Lésung brachte man sie in einen Schiitteltrichter, setzte 
noch etwas Wasser und eine reichliche Menge Ather hinzu und erzeugte 
durch vorsichtiges Ansiuern mit 10°/,iger Salzsiure eine Fillung, die beim 
Schiitteln z.T. vom Ather aufgenommen wurde, wihrend ein anderer Teil 
sich zu einem Klumpen zusammenballte. Dieser wurde von der Fliissigkeit 
getrennt, von neuem durch verdiinnte Natronlauge in Lésung gebracht und 
die Lésung wieder unter Ather mit Salzsiiure gefillt. Beim Schiitteln ging 
jetzt fast alles in Lésung bis auf einen kleinen Rest, der in Verlust gegeben 
wurde. Die beiden dtherischen Lésungen vereinigte man und iiberlieB sie 
nach dem Trocknen mit Natriumeulfat der freiwilligen Verdunstung. Der 
Verdunstungsriickstand war fast farblos und lieB sich leicht zerreiben, seine 
Menge betrug in einem Versuch 0,18 g, in einem zweiten 0,19 g. Fir die 
Analysen wurde das Material bei ‘gewohnlicher Temperatur im Exsiccator 
iiber Schwefelsiure getrocknet. 


0,1342, 0,1408 g Subst.: 8,5 (17,5°, 760,1 mm), 8,9 (16,5°, 770,2 mm) cem N. 
C,,Hs,N301 Ber. N 8,00 Gef. N 1,44, 7,55. 


Nach kurzdauerndem Kochen der Substanz mit 10°/,iger Salzsiiure 


lieB sich das abgespaltene Hydroxylamin in bekannter Weise mit) 


Fehlingscher Lésung nachweisen. Eine kleine Probe des Stoffes wurde 
in wenig Alkohol gelést und die Lésung mit einem Tropfen Eisen-(III)- 
chloridlésung versetzt, es trat eine weinrote Firbung auf, die wohl auf die 
Gruppierung —C(: NO,H)—C(: NOH)— zu beziehen ist. 


2. Oximierung der o-Saure II. Bereitung der «-Saure aus Ketolactam- 
siure IV (vgl. unter Versuch 3) mit Salpetersiure vom spezifischen Gewicht 1,4 


nach der 47. Mitteilung’). Die Hydroxylaminlésung war gelb gefirbt und klar. | 
Nach dem Erhitzen wurde sie mit etwas Wasser verdiinnt und mit 10°/,iger | 


Salzsiure gefillt, die fast farblose Fillung abgesaugt, mit wenig Wasser | 


gewaschen und bei gewéhnlicher Temperatur im Exsiccator iiber Phosphor- : 


pentoxyd getrocknet. Ausbeute 0,14 g. 
0,1252, 0,1510 g Subst.: 8,0 (16,5°, 768,4 mm), 10,0 (17°, 740,4 mm) eem N 
C.,H,,N, 010 Ber. N 5,49. 
C,,HysN30,, Ber. ,, 8,00 Gef. N 17,62, 7,59. 


Eine Probe des Stoffes wurde in wenig 20°/,iger Salzsiure gelést, 
die Lésung mit dem gleichen Volum Wasser verdiinnt und im Reagensglas 
20 Minuten lang in siedendes Wasser gestellt, die Fehlingsche Reaktion 
trat danach langsam ein, war aber deutlich positiv. Die o-Siure selbst gibt 
1) Dian Z. 242, 85 (1936); 244, 250 (1936). 

*) Diese Z. 237, 111 (1935). 
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—. erst nach 40 Minuten langem Kochen mit 10°/,iger Salzsiure eine schwach 
aie positive Fehlingsche Probe'). Mit Eisenchlorid liefert das Oximierungs- 
_ produkt unter den gleichen Bedingungen wie das Dioxim der Isonitroketo- 
Ver. _—s sure I eine bordeauxrote Firbung, die auch hier wohl auf die gleiche 
igem _ Ursache zuriickzufiihren ist. 
» Sie 3. Oximierung der Ketolactamtricarbonsdure IV. Die fiir den 
und = —- Versuch benutzte Siure 1V wurde aus einem Biliansiure-dioxim-Priparat 
etzte ——_—hergestellt, das nach der 52. Mitteilung’) bereitet worden war. Umlagerung 
ugte ~§ des Dioxims und Uberfiihrung des Umlagerungsproduktes in die Sadure IV 
beim _ nach der 30. Mitteilung’). Eine besondere Reinigung der Ketolactamsdure 
Teil _ mit Permanganat erfolgte nicht, das Priiparat war ziemlich farblos und lag 
gkeit = in Form der kleinen Krystalle“ vor. Die Hydroxylaminlésung der Substanz 
und war farblos, sie wurde nach dem Erhitzen und nach Erkalten mit etwas 
sng ~—Sm Wasser *verdiinnt und mit 10°/,iger Salzsiure gefiallt. Die weiBe Fillung 
/-— _ wog nach Auswaschen mit Wasser und Jrocknen 0,45 g. 
‘a 0,1670 g Subst. (bei 110—120° getr.): 8,0 cem N (17,5°, 755,3 mm). 
seine C.,,H,,.N,0, Ber. N 5,83 Gef. N 5,59. 
r die Der Rest des Stoffes wurde nach friiheren Angaben‘) in die blauen 
cator Krystalle der Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, iibergefiihrt, die sich beim 
Stehen der mit Wasser erzeugten Fallung bildeten und nicht umkrystallisiert 
m N. wurden. Durch Lésen in Natronlauge und Ansiuern der Lésung mit Salz- 
siure erhielt man aus der blauen Verbindung die Ketolactamsiure in Form 
der charakteristischen kleinen Krystalle zuriick®). Sie lieBen sich nicht in 
siiure die ,,Nadelform“’ ‘verwandeln, was nach friiher Gesagtem nur mit ganz 
mit | reinem Material gelingt. 
_— 4. Versuch, die ¢-Saure III zu oximieren. Herst:llung der @ Saure 
(I11)- nach der 28. Mitteilung*), mit der Abianderung, daB das Priiparat nur 2mal 
f die aus 2U°/,iger Essigsiure umkrystallisiert wurde. Die Hydroxylaminlésung 
war ziemlich farblos. Nach dem Erhitzen wurde die Fillung mit Salzsiure 
-tam- in der mit Eis gekiihlten Lésung vorgenommen und der Niederschlag nach 
ht 1,4 kurzem Stehen abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen. 
klar. | Er war fast farblos, haftete aber in Form einer klebrigen Masse fest am 
piger | Filter. Nach dem Trocknen im Exsiccator iiber Phosphorpentoxyd bei ge- 
‘asser | wohnlicher Temperatur lieB er sich verhiltnisméBig gut vom Filter ablésen. 
phor- Nach dem feinen Zerreiben wurde der Stoff im Exsiccator weiter getrocknet. 
Ausbeute 0,15 g. 
m N. 0,1382 g Subst.: 6,0 cem N (16,5°, 762,2 mm). 
C,, HN, 010 Ber. N 5,49 Gef. N 5,33. 
Ein anderes Priparat war nur scharf abgesaugt und nicht ausgewaschen 
worden, es enthielt vermutlich eine kleine Beimengung von Chlornatrium 
elést, und Hydroxylaminhydrochlorid und gab dementsprechend einen wenig 
isglas héheren N-Wert. 
on 0,1060 g Subst.: 5,1 cem N (17,5°, 743,6 mm). Gef. N 5,53. 
1) Diese Z. 248, 181 (1937). 2) Diese Z. 248, 180 (1937). 
8) Diese Z. 196, 280 (1981). ‘) Diese Z. 175, 140 (1928). 


5) Diese Z. 176, 192 °(1928). *) Diese Z. 191, 96 (1930). 
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Ob die §$-Siure unter den Bedingungen des Oximierungsversuches 
vollstiindig unveriindert bleibt, erscheint zweifelhaft und bedarf noch einer 
niheren Untersuchung. Das isolierte Produkt gab eine hellbraune Farb- 
reaktion mit Eisenchlorid, wihrend ja die §-Siure sich intensivy braunrot 
fiirbt. Eine Oximierung war aber jedenfalls nicht eingetreten. 


5. Oximierung der Bilisoidanséure V. Das fiir die Versuche 
benutzte Priparat war aus ,,Rohisobiliansiiure“ nach friiher gegebener 
Vorschrift’) hergestellt worden. Die Hydroxylaminlésung war kaum gefirbt, 
wurde aber beim Erhitzen gelb. Nach dem Erkalten wurde sie mit etwas 
Wasser verdiinnt und im Scheidetrichter unter Ather mit Salzsiiure an- 
gesiiuert. Den entstandenen Niederschlag nahm man sofort durch Schiitteln 
mit dem Ather auf und iiberlieB die ditherische Lisung nach dem Trocknen 
mit Natriumsulfat der freiwilligen Verdunstung. Es hinterblieb ein hellgelb 
gefirbtes sprédes Harz, das nach dem Zerreiben im Exsiccator tiber Schwefel- 
siure bei gewdhnlicher Temperatur getrocknet wurde. Ausbeute 0,11 g. 


0,1052 g Subst.: 6,2 cem N (21,5°, 753,7 mm). 

C,,H,,NO, Ber. N 2,92 C,,H,,N,0, Ber. N 5,67 

C,,H,;N;0, Ber. ,, 8,25 Gef. N 6,77. 

Bei einer Wiederholung des Versuchs wurde die nach dem ersten 
Ausschiitteln restierende Flissigkeit noch ein zweites Mal mit Ather aus- 
geschiittelt. Der Ather nahm aber nur wenig mehr auf und die wiaBrige 
Lésung war auch nach dem zweiten Ausschiitteln noch gelb gefirbt. 
Die vereinigten Riickstiinde der beiden Atherlésungen wogen nach dem 
Trocknen 0,13 g. 

0,1187 g Subst.: 7,0 cem N (22°, 757,3 mm). Gef. N 6,80. 


Nach Erhitzen einer Probe von einer anderen Darstellung mit Salzséure 
lieb sich das abgespaltene Hydroxylamin mit Fehlingscher Lésung nach- 
weisen. Bilisoidansiiure, von der man wegen der «-Diketogruppierung eine 
Gelbfirbung erwarten sollte, ist bekanntlich farblos, das Oximierungsprodukt 
dagegen, wie erwiihnt, gelb gefirbt. Die Gelbfairbung scheint dem Stoff 
als solechem eigen zu sein und nicht auf einer Verunreinigung zu beruhen. 
Das friiher erhaltene Monoxim der umgelagerten Séure ist ungefiirbt. 
Erwiihnt sei auch noch, daB das nach obigen Angaben hergestellte Oxi- 
mierungsprodukt in alkoholischer Lésung mit Eisenchlorid eine braunrote 
Farbreaktion zeigt, wihrend Bilisoidansiure, die allerdings in Alkohol 
schwer léslich ist, unter gleichen Bedingungen mit Eisenchlorid keine be- 
sondere Fiirbung gibt. 


!) Diese Z. 139, 40 (1924). 














































































we Eine einfache Methode 

‘b- zur Bestimmung der Schwefelsiure im Harn. 
Von 

Carl Riebeling. 


he 
ler (Aus dem Serol. bakt.-chem. Laboratorium 
bt, der Psychiatrischen und Nervenklinik der Hansischen Universitit.) 
as (Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1937.) 
in- 
in 3 Fiir Reihenuntersuchungen kann es u. U. wichtiger sein, sehr 
a | viele Analysenzahlen zu haben, auch wenn sie mit einem Fehler 
el- | von 5—10°/, behaftet sind, wenn nur die gesuchten Unterschiede 
g. | die Fehlerbreite iibersteigen, als einige wenige Zahlen, bei denen 
| die Genauigkeit innerhalb einer Fehlergrenze von 1—3°/, liegt 
und fiir den gedachten Zweck iiberfliissig fein ist. Die Genauig- 
keit wird mit einem Aufwand von Zeit erreicht, der in keinem 
™ Verhiltnis zu deren Bedeutung steht. Kine solche Uberlegung 
bie, wilt z. B. auch fiir die gravimetrischen Schwefelsiurebestimmungen 
ge im Harn; ihnen haftet auSerdem die Unbequemlichkeit an, dab 
bt. die Batterien von Nutschen einen unverhiltnismiBig groben Raum 
- beanspruchen. 
Im Rahmen von Untersuchungen iiber die Kinwirkung des 
Insulins auf die Sulfat- und Estersulfatausscheidung im Harn (bei 
“i der Insulintherapie der Schizophrenie) muBten tiiglich 20 bis 40 Be- 
sh stimmungen vorgenommen werden. Umsie méglichst neben anderen 
kt Arbeiten auszufiihren, bediente ich mich der Zentrifugiermethode. 
off Das Prinzip, die Héhe eines Niederschlags nach Zentrifugierung 
n. {| in geeichten Réhrchen quantitativ zu verwerten, wurde m. W. 
“4 _ zuerst von Hamburger, der dariiber in Abderhaldens Hand- 
~~ buch referiert hat, sodann von Nissl, und zwar zur Eiweib- 
nol bestimmung im Liquor, angewandt. Seit Nissls Verfahren ist das 
e- Prinzip dann in den Laboratorien der Nerven- oder Psychiatrischen 
Kliniken auch sehr geliufig geworden. Aber Nissls Methode, die 
Hohe des Niederschlags einer Pikrinsiiurefillung nach kurzem 
Zentrifugieren in Réhrchen mit kapillarem Ende, zu messen, hat 
sich als zu ungenau erwiesen. Daher wurde vielfach versucht, 
sein Verfahren zu verbessern. Kafka und Samson forderten 
bestimmte Zentrifugierdauer, Homogenitiit des Niederschlags, véllige 
Gleichheit der benutzten Réhrchen. Nach Erfillung dieser Forde- 
rungen konnte der Laboratoriumstechnik ein Verfahren zur Be- 
stimmung des KiweiBgehaltes des Liquors (wie auch seines Globulin- 
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gehaltes) gegeben werden, das allen klinischen Anforderungen vollig 
geniigt. Die sogenannten Kiweifrelationsréhrchen eignen sich sehr 
gut zur Bestimmung der Schwefelsiure, ich habe die Réhrchen 
sogar umgekehrt gelegentlich mittels der Messung des Nieder- 
schlags volumetrischer Schwefelsiurelésungen geeicht. 

Der Niederschlag wird erzeugt durch Zugabe einer kleinen 
Menge gesittigter Bariumchloridlésung zu der zu untersuchenden 
Fliissigkeit, die sich bereits in dem EiweiBrelationsréhrchen be- 


findet. Es hat keinen Sinn, mehr als allgemeine Vorschriften zu | — 








2 


bs 


geben tiber die Ausgangsmenge, iiber die Zentrifugierdauer und |). 
das Aquivalent einer bestimmten Niederschlagshéhe. Der kleinen — 


Miihe muB sich jeder Untersucher selbst unterziehen, die Réhrchen 
auf seine Zentrifuge zu eichen. Im allgemeinen wird man sagen 


kénnen, daB 0,5 ccm (bei diinnen Lésungen doppelte Ausgangs- | 
menge, bei starken Lésungen event. halbe) der zu untersuchenden | 


Flissigkeit und 0,25 ccm Bariumchloridlésung, nach Durchrihren | 


15 Minuten zentrifugiert, richtige Bedingungen sein werden. Es 
muf aber an verschiedener Menge n/100-Schwefelsiure gepriift 


werden, ob die Niederschlagshéhen bei diesen Arbeitsbedingungen | 


proportional richtig sind. Sonst muB die Zentrifugierdauer modi- 
fiziert werden. Es empfiehlt sich, eine solche Menge Ausgangs- 
material anzuwenden, daB die Niederschlagshéhe zwischen 1 und 


4 Teilstrichen der genannten Réhrchen liegt (Ablesung mittels | 
Lupe). Innerhalb dieser Mengen, die bei meiner Zentrifuge 100 | 


bis 400 mg-"/, entsprechen, ist die Fehlergrenze der Methode 
etwa 8—10°/,, ober- und unterhalb wiachst sie schnell an. Eine 
Beschreibung der Réhrchen findet sich in der Arbeit von Kafka, 


Riebeling und Samson!). Das Verfahren hat uns gute Resultate | 


eben. 
— Zusammenfassung. 


Es wird ein Verfahren beschrieben, das gestattet, mit einem 
Minimum von Zeitaufwand eine groBe Zahl von Schwefelsiure- 
bestimmungen bei einem Gehalt der zu untersuchenden Fliissigkeit 
von 50—8U0 mg-°/, auf einmal durchzufiihren. Die Fehlergrenze 
ist dabei 10°/,, das Verfahren eignet sich daher vorzugsweise 


fir solche Reihenuntersuchungen, bei denen groBe Differenzen | 


erwartet werden. Bewdhrt hat es sich bei Reihenuntersuchungen 
des Schwefelsiiuregehaltes der Harne Geisteskranker, insbesondere 
von Schizophrenen unter der Insulintherapie. 


‘) Klin. Wschr. 11, 1757 (1932). 
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Uber das Verhalten der Argininsiure 
im phlorhizindiabetischen Tier. 


Von 


Hans Miiller und Hans Briiutigam. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. November 1937.) 


Nach den Untersuchungen von H. D. Dakin’) gehért Arginin 
zu den Aminosiuren, die im phlorhizindiabetischen Tier Zucker 
bilden, Er nimmt an, daB das aus dem Arginin durch Spaltung 
mit Arginase entstandene Ornithin der zuckerbildende Bestandteil 
des Arginins ist. K. Felix und H. Miiller’) haben bei ihren 
Untersuchungen iiber das Schicksal der Argininsiture — «-Oxy- 
d-guanidovaleriansiure — im Stoffwechsel unter anderem beob- 
achtet, daB diese Verbindung beim Diabetiker ebenfalls in Zucker 
iibergehen kann. Wie das Arginin kann sie durch Arginase ge- 
spalten werden und bildet Harnstoff und ¢-Oxy-d-aminovalerian- 
siure. Es ist anzunehmen, daB dieses Spaltstiick sich biologisch 
ihnlich wie Ornithin verhalt und iiber Bernsteinsiiure in Zucker 
iibergeht*). d-Aminovaleriansiure*) und d-Oxyvaleriansiure 5) sind 
keine Zuckerbildner, wohl aber Valeriansiure®). Tatsichlich geht 
auch die Argininsiure in Zucker iiber. Allerdings ist die bei 
unseren Versuchen erhaltene Zuckermenge sowohl nach der Be- 
rechnung von A. J. Ringer und G. Lusk’) als auch nach der 
von R, C. Corley‘) gréBer, als der theoretischen Menge (2 Mol 
Argininsiure = 1 Mol Zucker) entspricht. Der gleiche Befund 
kann auch beim Arginin erhoben werden; Dakin’) findet bei 
seinen Versuchen bis zum Vierfachen des berechneten Wertes 
an Zucker. Weiter ist auch die Stickstoffausscheidung iiber die 
mit Argininsiure zugefiihrte Menge vermehrt. Dies deckt sich 
mit den Beobachtungen von W.H. Thompson‘), daB bei sub- 
cutan zugefiihrtem Arginin eine stoffwechselsteigernde Wirkung 
eintritt und mehr Stickstoff ausgeschieden wird, als mit dem 
Arginin zugefiihrt worden ist, auch wird die gesamte Stickstoff- 
menge nicht gleich schnell ausgeschieden. Ahnlich verhilt sich 
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die Argininsiure. D. Rapport und H. H. Beard’) fanden, daB 
Arginin zu den Aminosauren gehdrt, die eine deutliche, spezifisch 
dynamische Wirkung besitzen. 


Unsere Ergebnisse am phlorhizindiabetischen Tier sind ein 
weiterer Beitrag zu der Ansicht, daf die Oxyséuren das gleiche 
Schicksal im Ké6rper erleiden kénnen wie die entsprechenden 
Aminosiuren. Die bei der Spaltung entstehende a-Oxy-d-amino- 
valeriansiiure wiirde so wie das Ornithin iiber die Bernsteinsaure 
in Zucker iibergehen’), Rein formelmibig bestehen zwischen 
dieser Oxysiure und dem Prolin enge Beziehungen, in das sie 
unter Wasserabspaltung zwischen der «-Oxy- und der d-Amino- 
gruppe unter Ringschlu8 iibergehen kénnte. Vom Prolin ist aber 
nachgewiesen, daB es ein Zuckerbildner ist1). 


Beim Hund wurde auferdem noch die Ausscheidung von 
Kreatinin, Kreatin und Phosphorsiure bestimmt. Der prozentuale 
Anteil des Kreatinins am Gesamtstickstoff nimmt in der Arginin- 
siiureperiode zu; nicht so das Kreatin. Die Werte steigen in 
dieser Zeit bei beiden Stoffen deutlich an; diese Zunahme darf 
wohl nicht auf Rechnung der Argininsiiure, wie dies nach den 
Ergebnissen von K. Felix und H. Miiller’) méglich sein kénnte, | 
cesetzt werden, da sonst die Kreatinwerte héher sein miiBten. 
Die Phosphorausscheidung prozentual zum Gesamtstickstoff ist : 
beim anorganisch gebundenen Phosphor kaum, beim organisch 
gebundenen erheblich vermehrt; ahnlich verhalten sich. die abso- | 
luten Werte. 


Versuchsteil. 


Die Arbeit wurde am phlorhizindiabetischen, hungernden Hund und 
an Ratten durchgefiihrt. Die Tiere erhielten die Argininsiure in 0,9°/,iger 
NaCl-Lésung subcutan gespritzt. Bei allen Tieren wurde der Gesamtstick- 
stoff (Kjeldahl) und Zucker ({colorimetrisch '*)] bestimmt, beim Hund dar- 
iiber hinaus das freie und gesamte Kreatinin'’) sowie der organisch und 
anorganisch gebundene Phosphor™). Dem Hund wurde 12stiindlich je 1g 
Phlorhizin (in Oliven6l zerrieben) subcutan gespritzt?’). Die Ratten erhielten 
zuerst tiglich 0,025 mg Thyroxin (Schering-Kahlbaum) subeutan und 
0,5 g Pepton (Merck) zum Futter, vom 4. Tag ab 0,025 mg Thyroxin und 
12,5 mg Phlorhizin (in Olivenél) subeutan. Alle Tiere erhielten nach Be- 
lieben Wasser; die Ratten dazu 35 g méglichst fettarmes Rindfleisch, das 
zur Entfernung des Muskelglykogens */, Stunde gekocht wurde. Die von 
L. Asher und V. Calvo-Criado'’) angegebenen Mengen muBten herab- 
gesetzt werden, da unsere Ratten unter diesen Bedingungen zugrunde gingen. 
Alle Tiere waren so untergebracht, daf Urin und Kot getrennt aufgefangen 
wurden. 
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Hund 
wiawes ta bbs Ohetls wh. Zid Be) £1. 2 
2/2e1 518 [2/4 8/2412 F]/24/224/82]e4]2% 
Sees |s2]-|salrals el > s/s S/F s/he) > & 
os = Co) > +. ‘oie a S on} E Of 2 @ 
Blaa(S |e [Oo ([F el slezles lee las[Celys 
3 39,4] 10,57 [3,74] 221,6 | 2,09 | 169,8] 1,61 | 650,2] 6,15 | 61,0] 0,58 
4 21,7) 4,24]/5,11] 94,4]/2,23] 87,1] 2,05 | 2140] 5,05] 14,4] 0,34 
5 41,6] 12,78 |3,25] 411,6 | 3,22] 177,8] 1,39 | 893,0] 6,90 | 152,8] 1,19 
6 50,3] 9,83 /5,11] 215,8 | 2,19 | 266,5] 2,71 |844,9] 8,59] 46,9] 0,48 
7 | 5,0 [41,6] 11,67 [3,56] 173,6] 1,48 | 298,0] 2,55 | 9185] 7,87] 44,7] 0,38 
8 | 5,0 [51,6] 9,41 5,48] 608,1 | 6,46 | 125,4] 1,33 |813,2] 8,64 | 518,8] 5,51 
9 | 5,0 [41,1] 11,06 | 3,71] 231,8 | 2,09 | 219,4] 1,98 | 754,7] 6,82 | 147,6 | 1,33 
10 39,8] 9,84 14,04] 113,3] 1,15] 341,7] 3,47 |421,5] 4,28 | 193,4] 1,96 


Berechnung des Extrazuckers nach A. I. Ringer und G. Lusk’). 

Hauptperiode: Halbtag 7, 8 und 9. — 15 g Argininsiiure = 3,60 g 
Stickstoff. N: 32,14 — 3,60 = 28,54; N x 4,13 (Mittelwert D: N aus 5, 6, 
10) = 117,9 Kérpereiweibzucker. Zuckerausscheidung (7, 8, 9) 134,3. Arginin- 
siiurezucker = 16,4 g (ber. 7,7 g). 

Oder: Hauptperiode: Halbtag 7, 8, 9, 10. — Gesamt-N = 41,98 — 3,60 
= 38,38. KérpereiweiBzucker: N x 4,30 (D:N aus 8, 4, 5, 6) = 165,0. 
Zuckerausscheidung (7, 8, 9, 10) = 174,1. — Argininsiurezucker = 9,1 g. 

Berechnung des Extrazuckers nach R. C. Corley‘) (I): Hauptperiode 
(7, 8, 9), Vorperiode (5, 6), Nachperiode (10). D:N Hauptperiode = (Ge- 
samt-N = 32,14 — 3,60 = 28,54; Gesamtzucker = 134,38) = 4,70. — D:N 
Mittelwert aus 5, 6, 10 = 4,13. — (4,70 — 4,13) x 28,54 = 16,3 g¢ Arginin- 
siiurezucker. 

Oder (II): Hauptperiode: Halbtag 7, 8, 9, 10. — Zucker = . 
(41,98 — 3,60) = 38,38. — D:N = 4,53. — D:N aus 3, 4,5,6= 
(4,53 — 4,30) x 38,88 = 8,8 g Argininsiurezucker. 




















Ratten. 
Ratte Nr. 6 Ratte Nr. 7 
i? Arginin-| Zucker n |D:N Arginin- Zucker N D:N 
saure(g)| g | siure(g) g 

6 0,47 0,42 | 1,1 

7 0,78 0,90 | 0,8 

8 0,86 0,96 | 0,8 

9 1,86 0,77 | 2,4 0,5 1,82 0,96 1,9 
10 1,57 0,69 | 2,2 0,5 1,77 118 | 1,5 
11 0,5 2,03 117 | 1,7 0,5 1,43 1,23 | 1,1 
12 0,5 3,57 130 | 2,7 0,5 1,51 114 | 1,8 
13 0,5 3,49 1,26 | 2,7 0,5 0,33 0,72 | 0,4 
14 1,0 1,92 118 | 1,6 1,0 3,45 1,13 3,0 
15 2,58 1,35 1,9 2,79 1,38 2,0 


Bei den Rattenversuchen ist die Zucker- und Stickstoffausscheidung 
gesteigert. Im iibrigen gelten ihnliche Beziehungen wie beim Hund. 
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Zusammenfassung. 


Argininsiure ist im phlorhizindiabetischen Tier ein Zucker- 
bildner; sie verhilt sich wie die entsprechende Aminosiure, das 
Arginin. Unter dem Einflu8 der Argininsiure ist die Kreatin(in)- 
ausscheidung etwas vermehrt; ihnlich liegen die Verhaltnisse beim 
anorganisch gebundenen Phosphor. Der organisch gebundene 
Phosphor ist absolut und prozentual deutlich vermehrt. 
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Zur Spaltung der Amidbindung im Tierkérper. 
Von 


Karl Bernhard. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. November 1937.) 


Seit den Untersuchungen von Nencki’) und Salkowski?) 
wei8 man, daf Benzamid im Tierkérper in Benzoesiure gespalten 
wird. Umgekehrt konnte Cohn’) nach Fiitterung von Benzaldehyd 


an einen Hund im Harn Benzamid isolieren; dieses kann demnach 


vom Tier sowohl aufgebaut als zerlegt werden. Die Amidbindung 
ist hier durch Fermente leicht spaltbar zum Unterschied von 


Amiden ungesittigter Fettsiiuren*). 


Ganz kirzlich haben nun Waelsch und Busztin') die 
villige Kérpervertrautheit des Benzamids bewiesen und den Nach- 
weis einer in Gewebsbrei oder Glycerinextrakten aus Pferdeniere 
vorkommenden Benzamidase erbracht, welche sowohl zu seiner 
Synthese aus Benzoesiure als zu seiner Hydrolyse befihigt ist. 

Ich habe durch Stoffwechselversuche am Hund das Verhalten 
von N-substituierten Amiden der Hexahydro-*) und der Benzoe- 
siure gepriift und beobachtet, daB N-Methyl-, N,N-Dimethyl-, 
N-Athyl-, N,N-Diithyl- und N-Propyl-Benzamid gespalten werden, 
indem in allen Fallen betraichtliche Mengen Benzoesiure in den 
Harnen aufgefunden wurden. Das gleiche trifft zu fiir Hexahydro- 
N-methyl- und Hexahydro-N,N-dimethyl-benzamid, die Benzoe- 
siureausbeuten sind bei diesen hydroaromatischen Verbindungen 
allerdings geringer. Dabei ist es gleichgiiltig, ob man die Sub- 
stanzen verfiittert oder injiziert, es handelt sich demnach nicht 
um eine Reaktion der Darm-Fermente oder -Bakterien. Die 
Versuchsergebnisse sind aus der nachfolgenden Tabelle ersichtlich, 


1) Arch. f. exper. Path. 1, 420 (1878). 

*) Diese Z. 1, 10 (1877). 8) Diese Z. 14, 203 (1890). 

4) R. Kuhn, F. Kohler u. L. Kohler, diese Z. 247, 197 (1937). 
5) Diese Z. 249, 135 (1937). 6) Diese Z. 248, 256 (1937). 
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Verabreichte Menge Benzoesiiure- 
Amid Applik. | in mg pro Tag und | ausscheidung in °/, 
kg-Korpergewicht | der theor. Menge 
N-Methylbenzamid .. . | subcutan 136 37,2 
per os 69 60,3 
N, N-Dimethylbenzamid | subcutan 152 76,9 
a per os 142 63,2 
N-Athylbenzamid. . . . | subcutan 143 60,6 
per os 145 75,2 
N, N-Diiithylbenzamid . | subeutan 115 80,5 
per os etwa 93 etwa 64 
N-Propylbenzamid ...] per os 150 76,3 





Zu den Amidasen, besonders zu den Acylasen wird auch die 
Hippurikase oder das Histocym gerechnet’) welches eine grofe 
Spezifitit aufweist und z. B. benzoylierte $-Aminosiuren’) nicht 
angreift. Hexahydrohippursiure wird vom Hunde gleichfalls ge- 
spalten, wihrend die N-Methyl-Hexahydrohippursiure unverindert 


bleibt ®). Zur Erklirung kénnte man wie bei der Dipeptidase- undf 


Carboxypolypeptidase-Wirkung das Vorhandensein von Peptid- 
wasserstoff voraussetzen®). Bei der Hexahydrohippursiiure (I) ist 
vor der Hydrolyse eine Umlagerung der Peptidbindung in die 
Imidform méglich, beim Sarkosin-Derivat (II) hingegen nicht. 


9 // Ou 
I C,H,,—C—NH—CH,- COOH -—> C,H,,C=N—CH,- COOH 
spaltbar 
LO 


Il C,H,,—C—N(CH,)—CH,-COOH 
nicht spaltbar. 


Nicht in diesem Sinne verhalten sich e-Benzoyl-d,l-Alanin !°) und 
yi-d, : 


Hexahydro-«-Benzoyl-d,l-Alanin®); eine Verallgemeinerung ist 
J , 5 5 
demnach nicht zulissig. 

Bei den Alkyl-substituierten Amiden der Benzoesiure er- 
gaben sich in bezug auf ihre Spaltung im Tierkérper keine 


Unterschiede. Der Verschluf der Carboxylgruppe durch Methyl-f 
Athyl- oder Propylamid halt im intermediiren Stoffwechsel nich'f 
stand. Fiir die Hydrolyse solcher Siiureamide in der Zelle ist def 


,»Amidwasserstoff* nicht notwendig. 


7) W. Grassmann, Handb. d. Biochem. Oppenheimer, Erg.-Werk I/1f 


465 (1933). ’) I. A. Smorodinzew, Diese Z. 124, 123 (1923). 


°) M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Z. 224, 11 (1934); Dieselben uf 


H. Schleich, Diese Z. 224, 45 (1934). 
‘*) Magnus Levy, Biochem. Z. 6, 541 (1907). 
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Zur Spaltung der Amidbindung im Tierkérper. 


Experimenteller Teil. 


Zu allen Versuchen wurde das gleiche Tier, ein etwa 
21/, Jahre alter minnlicher Bastard-Hund verwendet. Er erhielt 
tiglich 150 g Reis und 50 g Pferdefleisch und schied unter 
diesen Bedingungen nur sehr geringe Mengen Benzoe- bzw. 
Hippursaure aus °), 

Die zu priifenden analysenreinen Substanzen habe ich dem 
Futter beigemischt oder unter sterilen Bedingungen als wibrige 
Lésung bzw. Suspension injiziert. Sie verursachten keine Sti- 
rungen mit Ausnahme des N,N-Diithylbenzamids, das, in gleichen 
Mengen wie die anderen gegeben, giftig war. Den quantitativ 
gesammelten Harn habe ich in allen Fallen nach Filtration bei 
schwach saurer Reaktion 5mal mit je 2—3 Liter Ather aus- 
geschiittelt, anschlieBend im Vakuum neutral eingeengt und erneut 
mit Ather extrahiert. Aus den eingedampften Atherextrakten 
wurde die rohe Benzoesiure durch Ausziehen mit Petroliither 
erhalten und durch Sublimation im Kupferblock bei 1 mm Druck 
gereinigt. KEntsprechende Modellversuche ergaben, daB unter den 
gewihlten Bedingungen eine Siurespaltung der Amide bei der 
Aufarbeitung ausgeschlossen ist. 


Versuch 91. Subcutane Injektion von N -Methylbenzamid. 
N-Methylbenzamid C,H,CO-NHCH, wurde aus Benzoylchlorid und Methyl- 
amin erhalten und schmolz aus wifSrigem Alkohol umkrystallisiert bei 81°. 


Ber. C 71,06 H 6,72 N 10,87 £4Gef. C 71,06 H 6,73 N 10,35. 


Subcutane Injektion von 10,00 g N-Methylbenzamid wihrend 5 Tagen. 
Harnmenge der 7 Tage dauernden Hauptperiode 4325 ccm. Aus den iithe- 
rischen Extrakten isolierte ich 3,381 g rohe Benzoesiiure. Der Harn der 
Ttigigen Nachperiode (5785 cem) lieferte nur die immer erhiltlichen braunen, 
dligen Riickstiinde, aber keine krystallisierten Fraktionen. Durch Sublimation 
im Vakuum erhielt ich 3,360 g analysenreine Benzoesiiure. Schmelzp.119—121 °, 
Mischschmelzpunkt mit Benzoesiiure 120—121°. 


Ber. C 68,82 H 4,96 Gef. C 68,98 H 4,86. 


Versuch 96. Fiitterung von N-Methylbenzamid. 5,00 g wurden 
an 5 Tagen als Natriumsalz verfiittert. Die Harnmenge des 9 Tage 
dauernden Versuches (6135 ccm) ergab 3,79 g rohe Benzoesiure. Daraus 
resultieren durch Vakuum-Sublimation 3,15 g analysenreines Produkt. 
Schmelzp. 120—121°, Mischschmelzpunkt mit Benzoesiure 120—121°. 


Gef. C6857 H 4,96. 


Versuch 108. Subcutane Injektion von N, N-Dimethylbenzamid. 
N, N-Dimethylbenzamid C,H,-CO-N(CH,), habe ich aus Benzoylchlorid 
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und Dimethylamin hergestellt und durch 2malige Vakuumdestillation 
(Siedep. 130—131° bei 11 mm) gereinigt. Schmelzp. 48,5—45°. 


Ber. C 7245 H 7,43 N 9,39 Gef. C 72,21 H 7,37 N 9,89. 


Ich habe dem Hund an fiinf aufeinander folgenden Tagen 10,00 ¢ 
(2 g in 20 cem) unter die Haut gespritzt. Der Harn von 11 Tagen (6790 ccm) 
wurde nach Filtration zuerst bei nativer Reaktion (schwach lackmussauer) 
2mal mit 1,5 Liter Ather geschiittelt. Dieser Extrakt hinterlieB 360,4 mg 
eines braunen, nicht krystallisierten Oles, aus dem kein N, N- -Dimethy]. 
benzamid, aber 100 mg_ reine Benzoesiiure erhalten werden konnten. 
AnschlieBend wurde nach Ansiuern in iiblicher Weise die Extraktion fort- 
gesetzt und wieder unter Verwendung von Petrolither aus den Extrakt- 
riickstiinden in drei Fraktionen 6,842 g rohe Benzoesiure erhalten. Die 
Vakuumsublimation fihrte zu 6,303 g Reinprodukt. Schmelzp. 119,5—120,5°, 
Mischschmelzpunkt mit Benzoesiure 120—121°, 


Gef. C6853 H 5,10. 


Versuch 93, Fiitterung von N,N-Dimethylbenzamid. Wiahrend 
7 Tagen wurden 14 g dem Futter beigemischt. Die 6445 ccm betragende 
Harnmenge von 11 Tagen ergab 7,654 g rohe bzw. 7,251 g reine Benzoesiure. 
Schmelzp. 121—122°, Mischschmelzpunkt mit Benzoesiiure 121—122° 


Gef. C 68,79 H 5,01. 


Versuch 131. Subcutane Injektion von N-Athylbenzamid. Das 
aus wiBriger Athylaminlésung und Benzoylchlorid hergestellte N- -Athy]- 
benzamid C,H,CONHC,H,; zeigte einen Schmelzpunkt von 67—69°, 


Ber. C 72,44 H 7,44 N 3,89 Gef. C 72,66 H 7,58 N 9,22. 


Injektion von 10,00 g an fiinf aufeinander folgenden Tagen. Die aus 
der 4505 ccm betragenden Harnmenge der Haupt- und Nachperiode er- 
hiltliche rohe Benzoesiure wog 6,303 g oder gereinigt 4,955 g. Schmelzp. 121°, 
Mischschmelzpunkt mit Benzoesiure 122°. 


Gef. C 68,63 H 5,05. 


Versuch 182. Fiitterang von N-Athylbenzamid. Wihrend 5 Tagen 
verabreichte ich 10,0 g und isolierte aus dem Harne von 4390 ccm 6,558 g 
rohe bzw. 6,155 g reine Benzoesiiure. Schmelzp. 121—122°, Mischschmelz. 


punkt mit Benzoesiure 122°. 
Gef. C6855  H 5,06. 


Versuch 135. Subcutane Injektion von N, N-Diathylbenzamid. 
N, N-Diidthylbenzamid C,H,CO(C,H;), wurde aus Benzoylehlorid und Di- 
ithylamin gewonnen. 


Ber. C 74,53 H 854 N 7,90 Gef. C 74,33 H8,71 N 7,82. 
Subcutane Injektion von je 2 g an drei aufeinander folgenden Tagen, 


wobei nach der zweiten Einspritzung das Tier erbrach, was sich nach 
weiterer Gabe von 2 g in stiirkerem Ma8e wiederholte. Die Einspritzungen 
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q wurden daher erst nach 2tigiger Pause in kleineren Dosen von je 1 g fort- 
) gesetzt. Gesamtmenge 9g. Die 7650 cem Harn ergaben 5,411 g rohe und 
) 4,996 g reine Benzoesiure. Schmelzp. 121—122°, mit Benzoesiiure 121,5—122°. 


Gef. C 68,72 H 4,90, 


Versuch 134. Fitterung von N,N-Diathylbenzamid. Das mit 
_ wi8riger Suspension von N, N-Diithylbenzamid vermischte Futter fraB der 
Hund nur ungern und erbrach sich wiederholt, so daB der Versuch nach 
+ 5 Tagen abgebrochen wurde, Schitzungsweise wurden etwa 5 g Amid auf- 
\ genommen. Die aus 1690 ccm Harn erhaltene Benzoesiuremenge wog roh 
? 2,601, gereinigt 2,192 g. Schmelzp. 119,5—120°, mit Benzoesiure 119,5—121,5° 


Gef. C 68,61 H 5,03. 





Versuch 133. Futterung von N-Propylbenzamid. Aus Benzoylchlorid 
und Propylamin hergestelltes N-Propylbenzamid schmolz bei 82,5—838,5°. 


C,,H,,0N Ber. C 73,57 H 8,03 N 8,59 
Gef. ,, 73,40 »» 1,94 » 8,61. 


Wihrend 5 Tagen wurden 10 g des Amids in 90 g Kochfett gelést 
verfiittert. Die Harnmenge der Haupt- und Nachperiode betrug 7310 ccm 
und lieferte 11,42 g reine Benzoesiure. Schmelzp. 121—-122°, mit Benzoe- 
siiure 122° 





Gef. C6887 H 4,92. 
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Zur Biologie der Oxalsaure. 


Von 
Bonifaz Flaschentriger und Paul B. Miiller. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1937.) 


I. Mikro-Bestimmung der Oxalsiure im Harn und Blut. 


Mit 2 Figuren im Text. 


Im Verfolg biologischer Uberlegungen sind in den letzten 
Jahren zahlreiche Verfahren zur Bestimmung von Oxalsiiure im 


Harn und Blut angegeben worden. Ilda Schindler?) hat auf 


der Suche nach einer geeigneten Methode das Schrifttum iiber 


die Biochemie der Oxalsiiure gesammelt und einige Verfahren | j 
nachgearbeitet. Paul B. Miller’) wirdigt kritisch die wichtigsten | ~ 


Arbeiten iiber Bestimmung und Biologie der Oxalsiure bei Mensch 
und Tier. Fiir alles Nihere verweisen wir auf diese Arbeiten. 


Die quantitative Erfassung der Oxalsiure im Harn und Blut ist | 


deshalb so schwierig, weil kleine Mengen Siiure neben vielen Be- 
gleitstoffen zu isolieren sind. Fast alle Bearbeiter beniitzen die 
Fallbarkeit des Calciumoxalates. Uber das Vorgehen dabei ist 
man sich noch nicht einig. 

Von den zahlreichen Vorschliigen sagte uns das Verfahren 
von Dodds und Gallimore®’) besonders zu. Wir wollten diese 
Vorschrift fiir noch kleinere Mengen Harn und Blut verwenden. 
Beim Nacharbeiten stellten wir fest, daB fiir die Gewinnung ein- 
deutiger Ergebnisse eine ganze Reihe von Bedingungen einzuhalten 
sind. SchlieBlich haben wir die Vorschrift von Dodds und Galli- 
more verlassen und glauben ein neues, nach jeder Richtung ge- 


sichertes Mikroverfahren ausgearbeitet zu haben. Wir geben die | 


Vorarbeiten (277 Versuche) hier in gedriingter Kiirze, schildern aber 
das neue Verfahren ausfihrlich. Einzelheiten der Kontrollen als 
Grundlage unseres Vorgehens sehe man bei Paul B. Miller?) nach. 


') Dissert. med. Univ. Ziirich 1937. 
*) Dissert. se. Techn. Eidg. Techn. Hochschule Ziirich 1937, ausgefiihrt 
am Physiol.-chem. Inst. d. Univ. Ziirich. 


°) Biochemic. J. 26, 1242 (1932). 
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I. Mikro-Bestimmung der Oxalsiiure im Harn und Blut. 


A. Prinzip unserer Methode. 
Harn, Serum oder Gesamtblut werden enteiweift. Aus dem 
Filtrat wird die Oxalsiure im neuen Mikroextraktionsapparat mit 











’ Ather ausgezogen, nach dem Abdampfen des Athers als Kalksalz 
gefallt und abzentrifugiert. Aus dem Fillungsgemisch wird die 
’ Oxalsiiure in einer besonderen Apparatur verestert, der Athylester 
‘ abdestilliert, verseift und die Siiure neuerdings als Kalksalz gefiillt. 
' Nach kurzer Behandlung mit Wasserdampf in schwefelsaurer Lésung 
_ wird die Oxalsiiure mit Permanganat titriert. 
t. i B. Grundlagen zur Oxalsaure-Bestimmung. 
: a) Die einzelnen Versuchsphasen. 
| 1. Extraktion der Oxalsiiure mit Ather fa. a. 0.2), Vers. 108 
zten bis 113 und 124—150]. Kleine Mengen freier Oxalsiiure kénnen mit Ather und 
. im j wiBriger Lésung im Schiitteltrichter oder im iiblichen Steudel-Kutscher- 
. | Apparat nicht vollstindig ausgezogen werden. Der hier angegebene Mikro- 
aul ' extraktionsapparat erlaubt, im Testversuch 0,002—10 mg Oxalsiiure aus 10 cem 
liber » salzsaurer Lésung in 1 Stunde zu 100°/, zu extrahieren. Die Menge der 
hren | 4 freien Salzsiiure ist dabei wichtig. Da mit dem Ather stets etwas Salzsiiure 
sten | a in die Vorlage gelangt’ und dabei Oxalsiure zum Teil zerstért wird, legt 
4} » man etwas Natronlauge vor. 
oie q 2. Fillung als Calciumoxalat [a. a. O. *), Vers. 4—44 und 77 
iten. + bis 107}. Die Abscheidung der Oxalsiiure als Kalksalz wurde eingehend 
{| ist | = untersucht. Mit CaCl, werden 0,45—4 mg Oxalsiiure aus 50°/,igem Alkohol 
Be- in Verdiinnung 1:50000 bis 1:140000 bei py 5—6 nicht quantitativ gefallt. 
die | In UberschuB des Fillungsmittels ist Ca-Oxalat merklich léslich*). Mit festem 
ct Li Ca(OH), fillt Oxalat aus wibriger Lésung gleichmiBiger zu 95,5—105°/, 
: aus. Erhéhen der Fillungstemperatur von 25 auf 95° begiinstigt, Kochen 
’ des Oxalatniederschlages mit dem Fiillungsreagens vermindert die Ausbeute. 
iren | — Am besten gelingt es, das Oxalat bis zur Verdiinnung von 1:3000000 (z. B. 
jese | 90,0045 mg Oxalsiiure aus 13 cem 23°/,igem wiBrigem Alkohol) mit festem 
Don, : Ca(OH), bei beginnendem Sieden zu fiillen. Die Fillungen miissen mindestens 
: _ 9 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Nach 1 Stunde sind sie noch ganz 
Clll- | unvollstindig. Kochsalz in Mengen bis zu 1g stért nicht. Der Niederschlag 
Iten | — des Ca-Oxalates 1aBt sich mit 2 cem 33°/,igem wiBrigem Alkohol, der mit 
lli- | Ca(OH), gesiittigt ist, ohne Verlust auswaschen. 
ge- 3. Veresterung der Oxalsiure und Destillation des Esters 
die | | #& 0. %), Vers.151—153 u. 158—183]. Veresterung der Oxalsiiure mit Schwefel- 
siure und konzentrierter HCl fiihrten zu erheblichen Oxalsiiureverlusten. Am 
uber | @ besten gelang sie mit absolutem Athanol, das 0,25 n-HCl-Gas enthielt. 
als : 4, Weitere wichtige Eigenschaften der Oxalsiure [a. a. O. ’), 
ach.| — Vers. 1—8 und 124—131]}. Die freie Oxalsiiure ist mit Wasserdampf nicht 
) tlichtig, innerhalb 14 Stunden wird sie vow Mineralsiiuren schon bei Zimmer- 
“_ » temperatur und im Eis zum Teil zerstért. Ihr Athylester zerf allt sehr leicht 
iihr 





4 in alkoholisch-alkalischer Lésung. 


*) Vgl. auch Thomsen, Diese Z. 237, 205 (1935). 
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b) Priifung des gesamten Verfahrens im Blind- und Testversuch. 


Die Oxalsiure wurde hier, wie im endgiiltigen Verfahren geschildert, 
jedesmal nach Extraktion, Fiallung, Veresterung und Destillation, Fillung 
als Ca-Salz, Wasserdampfbehandlung und Titration, bestimmt. 

1. Der Blindwert der Reagentien und GefiBe [a. a. O.*), Vers. 192 
bis 194] entspricht einem Verbrauch von 0—0,02 cem 0,001 n-KMnO, oder 
0—0,9 y Oxalsiure. Er hingt besonders von der Reinheit des Fallungs- 
alkohols, des Ca(OH),-Pulvers und des Filters ab. Einen maximalen Ver- 
brauch von 0,02 ccm 0,01 n-KMnQ, soll er nicht iiberschreiten und ist bei 
Verwendung frischer Lésungen, insbesondere von neuem Fillungsalkohol 
und Ca(OH),, auch von neuer Filterwatte, stets neu zu bestimmen. 

2. Testwerte mit Oxalsiure [a. a. O.%), Vers. 188—191]}. Als giin- 
stigste Extraktionszeit fanden wir 1—2 Stunden. Aus 10 ecm Lésung werden 
im Gesamtverfahren 0,585 mg Oxalsiiure in 1 Stunde zu 98,5°/, gefunden. 
Lingeres Extrahieren (2, 3, 4 Stunden) erhéht die Ausbeute nicht. Der 
Gesamtverlust betrigt etwa 10 y Oxalsiure. Als giinstigste Alkohol- 
konzentration erwies sich bei der Fiillung 23°/, iger Alkohol [a. a. O. *), 
Vers. 184—187]: 0,775 mg Oxalsiure werder bei oben genannter Versuchs- 
ausfiihrung aus 13 cem 23°/,igem Alkohol mit einem Gesamtverlust von 
7—10 y Oxalsiure gefunden. 
Tabelle [a. a. O. 4), Tab. 26]: 































Die Genauigkeit der Methode zeigt folgende [ 
















Einwage mg Gefunden : 
Vers.-Nr. : = Verlust in 7 
Oxalsiure 
aa _ | "lo ; 
195 0,045 0,038 | 88,7 — 7 
196 0,090 0,080 88,5 —20 
197 0,135 0,125 93 —10 
198 0,225 0,220 97,8 om § 

















fast konstanten Verlust von 8 y arbeitet, werden stets 8 y Oxalsiure dem 
gefundenen Wert hinzugezihlt, nachdem man den Blindwert der Reagentien 
und GefiBe abgezogen hat. Nach Einrechnung aller Fehlerquellen [a. a. O. °), 
II. Teil, Abschnitt K] kann die Oxalsiiure aus 10 cem Ausgangslésung auf 
+ Ty oder aufgerundet auf + 0,1 mg-°/, genau bestimmt werden. 20 y Oxal- 
siure in 10—25 cem Lésung werden noch sicher erfaBt. 

4. Fehlergrenze. Dem Harn zugesetzte Oxalsiure wurde mit einer 


Lésung. Nur bei sehr hohen Oxalsiure-Nullwerten im Harn werden einige 7 
zugefiigter Oxalsdure mit geringerer Genauigkeit erfaBt [a.a.O.%), Tab. 40). 
































3. Ausgleichsberechnung. Da das gesamte Verfahren mit einem — 


Genauigkeit von + 7 y wieder gefunden, wie im Testversuch mit waBriger f 


Nullwert Oxalsiiure Wieder gef. Oxalsiure 
Vers.-/| Oxalsiure = ~ : Jee 
Nr. —_____] vorgelegte | theoret. erwart. | Mmsgesamt jy, zuges. 
mg | mg- le inmg | Menge in mg-"/o | mg mg-*/s in mg 
A sr — — ~ i — 
262 | 0,649! 6,49 0,045 6,94 0,678 | 6,78 | 0,029 
268 | 0,649] 6,49 0,185 7,84 0,783 | 7,83 0,134 
264 | 0,649} 6,49 0,225 8,74 0,867 | 8,67 | 0,218 
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c) Besonderheiten der Oxalsiurebestimmung im Harn. 


Die Oxalsiiure wurde jedesmal aus 10 cem Harn nach dem im folgenden 
geschildertenVerfahren bestimmt. Zur Priifung der Reinheit der zur Titration 
gelangenden Niederschlige wurde die extrahierte Oxalsiure nach Ab- 
dampfen des Athers aus 10 cem wiaBriger Lésung, der die in der Tab. 37 
angefihrten Mengen Athanol zugefiigt waren, gefallt. Da die Léslichkeit 
der Verunreinigungen aus dem Harn in verschiedenen Alkoholkonzentrationen 
bestimmt nicht gleich ist wie diejenige des Ca-Oxalates, mu8 aus den iiberein- 
stimmenden, auf 100 ccm Harn berechneten Ergebnissen auf reine Oxalsiure 
geschlossen werden [a. a. O. *), Tab. 37). 











3 (28,0) 
7,78 





(28,6) 


Fillungsalkohol cem (°/,)..... | 1 (9,1) t (16,7) 
7,75 


Oxalsiure gefunden in mg-°/, 6,61 7,78 








Extraktionszeit: Von der 2, Extraktionsstunde an fanden wir eine 
Zunahme der Oxalsiurewerte um etwa 0,25—0,5 mg-°/, pro Stunde [a. a. O. ®), 
Vers. 229—-239]. Schon im Harn vorhandene freie Oxalsiure wird in einer 
Stunde quantitativ ausgezogen. Wir kommen spiter darauf zuriick. Stehen- 
lassen von nativem Harn (I u. IJ), sterilisiertem nativem (III) und kongo- 
saurem Harn (IV) im Kiihlschrank fiihrt zu Verlusten an Oxalsiure. Man 
sieht aber, da8 2tigiges Stehen noch innerhalb der Fehlergrenze bleibt. 





Harn I II Ii a 


6 | 88 oj2}5l6|ojo|7lolz 


1,2:0,8.0,7 | 3,3.3,1 1,711,0 8,6 3,5/2,0 14,0/2,2 


Gestanden Tage . | 0 | 0 2/2 
Oxalsiure mg-°/, . | 2,4) 2, 5 2, 32 3 

















Kurzes Kochen von nativem Harn dindert den Oxalsiuregehalt nicht. 
Starkes Einengen von nativem Harn (M,) und kurzes Aufkochen von salz- 
saurem, eben kongosaurem Harn steigert den Oxalsiurewert. Lingeres Kochen 
und starkes Einengen von salzsaurem, eben kongosaurem Harn (M,) fiihrt 
zu erheblichen Oxalsiureverlusten [a. a. O.?), Vers. 205—212, Tab. 29]. 




















Veous-ie. 50 —— konz. Fallungsalkohol = oon 
is au oan | °/, gef. mg-°/, 
205 M, _ 2 |: 16,7 6,52 
206 15 ecm 2 16,7 6,49 
207 zihfliissig 2 16,7 6,98 
208 M, _ 2 16,7 2,80 
209 zihfliissig 2 16,7 1,37 
210 ‘ 2 16,7 1,42 
211 we 0 0,62 
212 zahfliissig 0 0,39 











50 ecm M, wurden eingeengt, dann wieder auf 50 ccm mit Wasser 
verdtinnt und davon je 10 cem zur Bestimmung verwendet. M, wurde mit 
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HCl deutlich kongosauer gemacht, eingeengt und wie M, in Versuch ge- 
nommen. 

Nach den oben genannten Beobachtungen sind die folgenden Angaben 
fiir die Oxalsiiurebestimmung genau einzuhalten. 


C. Anleitung zur Oxalsiurebestimmung. 


I. Reagentien [a.a. 0.*), S.129—132]: 0,01n-KMnOQ, in dunkler Flasche: 
0,01 n-Natriumoxalat; 5°/,ige MnS0O,-Liésung; gepulvertes Ca(OH),; 25 g 
NaOH in rotulis in 8300 eem H,O (8,3°/,); Lésung aus: 50g HgCl,, 200 g 
NaCl und 90 cem 5n HCl ad. 1000 cem (H,O). — 5n-HCl-Lésung (= 18°/, ig); 
5°%,ige HgCl,-Lésung. In Spritzflasche: je 10°/,ige H,SO, und 96°, iges 
Athanol iiber Ca(OH), destilliert; Veresterungsalkohol: 0,25 n-HCl-Gas in 
absolutem Athanol; Ather mit alkalischem KMn0O, geschiittelt, dekantiert 
und destilliert; 33°/,ige Natronlauge; 33°/,iges Athanol mit Ca(OH), ge- 
sittigt; 0,2°/,iges Methylrot in 96°/,igem Athanol; destilliertes H,O. 10°/,ige 
Ammoniumsulfidlésung. 

Zur Herstellung der Reagentien wurden ausschlieBlich Priparate pro 
analysi Merck verwendet. Die Probe auf Reinheit ist in der Dissertation 
Miiller genau beschrieben. Meist wurde eine kleine Menge des fertigen 
Reagenses mit 1 Tropfen 5°/,iger MnSO,-Lésung und 1 Tropfen 0,01 n- 
KMnO, versetzt. Nach 8—5 Minuten darf noch keine vdéllige Entfirbung 
eintreten, Ather und Alkohol wurden bei der Priifung abgedampft, der 
Riickstand mit Wasser aufgenommen, mit Wasserdampf behandelt und 
dann wie oben gepriift. 


II. Die Apparate haben wir zum Teil mit den im Handel befindlichen 
Zag-Geriiten von K. H. Heinz, Stiitzerbach, zusammengebaut aus Flabova- 
kolben mit genormtem Schliff und dem Rihrkiihler Nr. 517. Einzelheiten 
der neu angegebenen Geriite sind aus den Zeichnungen ersichtlich. Die 
Ausfiihrungsbestimmungen beziehen sich auf die genauen Angaben der 
GefiB-GréBen. Zur Titration wurde eine gleichmafige Lichtquelle in einem 
Holzkasten 35 x 15 x 8 em mit 60 Watt Tageslichtbirne hinter zwei elfenbein- 
farbenen Opalglisern und einer Mattglasscheibe verwendet. Die Titrier- 
Zylinder hatten gleichen Durchmesser und die Fliissigkeitsschichten gleiche 
Hohe. Als Mikrobiiretten dienten solche mit 0,01 cem Einteilung nach 
B. Flaschentriger, Peters (Hugershoff Leipzig). Die fiir die gesamte 
Bestimmung ausgearbeiteten Glas-Apparaturen sind in der Originalarbeit 
(a. a. O.*)] abgebildet. Hier sei nur eine Skizze der Extraktions- und Ver- 
esterungs-Apparate angegeben: Fig. 1 und 2. 


III. Ausfiihrung der Oxalsdéurebestimmung. 


1. Vorbereitung der Substrate. — a) EiweiBfreier 
Harn. 20 ccm nativer Harn werden mit 5n-HCl (18°/,ig) eben 
kongosauer gemacht (in der Regel geniigen 0,3 ccm), mit weiteren 
1,5 com 5n-HCl versetzt, 10 Minuten bei 3000 Touren zentri- 
fugiert, das Dekantat durch ein Hartfilter (Schleicher & Schiill Nr. 575) 
filtriert und 10 cem Filtrat (= 9,18 ccm Harn) im Extraktions- 
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apparat extrahiert. Kann der Harn nicht filtriert werden oder 
bilden sich bei der Extraktion Emulsionen (Harn von Hunden 
und Kaninchen), so versetzt man 20 cem Harn vor dem Zentri- 
fugieren mit 2 ccm Rinderserum (enthalt max. 6 y Oxalsaure) 
und verfahrt wie unter b) angegeben (10 ccm zu extrahierende 
Lésung entsprechen 6,93 ccm Harn). 


b) EiweiBhaltiger Harn: 20 ccm Harn (eventuell 22 ccm 
vgl. ad. a) werden wie unter a) mit HCl kongosauer gemacht und 
mit weiteren 1,5 com HCl versetzt; dann werden 2 ccm 5°/,ige 
HgCl,-Lésung hinzugefiigt und nach 10 Minuten wie vorher zentri- 
fugiert. 15 ccm Dekantat werden mit 1 ccm (NH,),S (D = 1,007) 
und dann mit 0,8 ccm 5 n-HC! versetzt, filtriert und 10 ccm Filtrat 
(= 7,5 ccm Harn) extrahiert. 

Tagesharn wird ohne Konservierungsmittel im Kihlschrank 
autbewahrt (bis zu max. 2 Tagen). EiweiBhaltige und eiweiffreie 
Proben von einer Versuchsserie werden gleichmabig ,,enteiweibt*. 

c) Gesamtblut und Serum: 20 ccm Serum oder durch 
15 Minuten langes Schiitteln mit Glasperlen defibriniertes Blut 
werden im Zentrifugenglas mit 20 ccm einer Lisung aus 90 ccm 
5n-HCl (18°/,ig), 200 g NaCl und 50 g HgCl, ad. 1000 ccm (H,0O) 
versetzt, wie unter a) zentrifugiert, 25 ccm Dekantat mit 2 ccm 
(NH,),S-Liésung (D = 1,007) und dann mit 1,6 com 5n-HCl ver- 
setzt, filtriert und 20 ccm Filtrat (= 8,68 ccm Serum oder Blut) 
extrahiert. 

2. Extraktion mit Ather. 80ccm des vorgereinigten Athers 
werden kurz vor dem Gebrauch nochmals im Scheidetrichter (mit 
fettfreiem Hahn) mit 20 ccm 2 n-Natronlauge geschiittelt, 2mal mit 
je 20 com Wasser gewaschen, in den Schlifikolben der Vorlage 
segeben und mit 3 Tropfen kalt gesiattigter Natronlauge versetzt. 
Zur Extraktion stellt man den Rihrer im RiickfuBkiihler auf 
2—3 Umdrehungen pro Sekunde ein und taucht die Vorlage bis 
an den Schliff in ein 80—85° warmes Wasserbad. Nach 
2 stiindiger Extraktion kiihlt man das Verbindungsstiick des 
ExtraktionsgefaiBbes zum Kolben 2 Minuten mit Wasser. Erwartet 
man mehr als 1 mg Oxalsiure, so kiihle man 3mal im Abstand 
von etwa 5 Minuten, um alle Oxalsiure in den Kolben zu bringen. 
Nun entferne man das Wasserbad, kiihle die Vorlage, hebe den 
Kolben mit dem Atherextrakt ab und spritze den untern Teil des 
Schliffes des Verbindungsstiickes mit etwa 3 ccm Wasser in die 
Vorlage ab. Durch Neigen und Drehen des Kolbens bringe man 
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die festen Anteile in den waBrigen Riickstand. Dann wird der 
Ather abgedampft. Der waBrige Riickstand (etwa 2 ccm) wird mit 




















Fig. 1. 
Mikro-Extraktionsapparat (nach Paul B. Miller). 


A ExtraktionsgefaB, E Berieselungsrohr, 
B Rihrkihler (K. H. Heinz), F AbfluGrohr. 
C Flabovakolben, Vorlage, M = mm. 





























Fig. 2. 


Veresterungsapparatur. 












A Veresterungskolben, EF Thermometer, 
B Destillieraufsaiz, F Kiihler (K. H. Heinz, Z.A.G. Nr. 524), 
C Tropftrichter, G VorstoB, 
D Kiihler, H Vorlage. 
M = mm. 


1 Tropfen Methylrot und tropfenweise mit 5n-Salzsiure eben an- 
gesiuert, in ein spitzes Zentrifugenglas gegeben, der Kolben 
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3mal mit je 2 com Wasser gewaschen und die Lésung auf 10 ccm 
mit Wasser aufgefiillt. 

3. Fallung des Calciumoxalates. Das Zentrifugenglas 
wird in einem zuerst kalten Wasserbad rasch zur Siedehitze er- 
wirmt, dann herausgenommen, sogieich vorsichtig unter Umriihren 
mit festem Calciumhydroxyd bis zur Gelbfarbung und milchigen 
Triibung und dann mit 3 ccm 96°/,igem Alkohol versetzt. Den 
Glasstab spritzt man hier und sviiter mit max. 0,5 ccm Athanol ab. 
Man lasse mindestens 9 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. 
Hernach riihre man den an den oberen Teilen des Glases haftenden 
Niederschlag mit einem Glasstab auf, zentrifugiere 5 Minuten bei 
3000 Touren, gieBe die iiberstehende Fliissigkeit vorsichtig ab, 
fiige zum Riickstand 2ccm 33°/,iges, wiBriges mit Calciumhydroxyd 
gesittigtes Athanol, riihre 1 Minute gut auf, zentrifugiere neuer- 
dings 5 Minuten bei 3000 Touren und diskentiove vom Ca-Oxalat. 

4, Veresterung. Den Niederschlag bringe man unter Auf- 
riihren und Ausspritzen des Glases mit 96°/,igem Alkohol in den 
Veresterungskolben A, spiile mit 3 com Wasser, das 1 Tropfen 
5n-Salzsiure enthilt, nach und schwenke noch einmal mit etwas 
Alkohol. Nach Anschlu8 des Kolbens A bei B wird die Vorlage H 
mit 10 ccm Natronlauge beschickt, an die Veresterungsapparatur 
bei G angefiigt, der RiickfluBkihler D leer gehebert, die Hihne 1, 2,3 
geschlossen und bei Hahn 4 evakuiert. Der Vereaterungskolben A 
ist tief ins Olbad einzutauchen und sein Inhalt bei 80—85° und 
30 mm Hg-Druck zur Trockne abzudampfen. Dann wird der 
Hahn 4 geschlossen, die Apparatur durch vorsichtiges Offnen von 
Hahn 2 geliiftet, schlieBlich Hahn 3 geéffnet und Hahn 2 geschlossen. 
Durch Tropftrichter C bringe man 20 ccm 0,25 n salzsauren absoluten 
Alkohol in den Kolben A, stelle den Riickflu8kiihler D an und 
tauche den Kolben A bis etwa 3 mm iiber den Alkoholspiegel ins 
Olbad. Nur Hahn 3 bleibt gedffnet. Die Veresterung erfolgt bei 
Atmospharendruck und 80—85° Olbadtemperatur in 10 Minuten. 
Jetzt wird der RiickfluBkiihler abgestellt und leer gehebert, 
Hahn 3 geschlossen und durch Hahn 4 vorsichtig evakniert. 
Der Kolben A wird jetzt tief ins 80—85° heiBe Olbad eingetaucht 
und der Inhalt bei 30 mm Druck vollstandig abdestilliert. 
(Beim Eindampfen zur Trockne darf die Olbadtemperatur 80° C 
nicht iiberschreiten!) Zum SchluB wird Hahn 2 ein wenig ge- 
ffnet und durch die Apparatur ein ganz schwacher Luftstrom 
gesaugt. Veresterung und Destillation werden noch 2 mal wiederholt. 
Hierauf werden noch 5 ccm salzsiurefreies absolutes Athanol zur 
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Spiilung der Apparatur im Vakuum abdestilliert und simtliche 
Destillate in der Vorlage H gesammelt. 

Der Inhalt von Vorlage H wird im siedenden Wasserbad zur 
Trockne verdampft, der Riickstand mit 2 ccm Wasser, 1 Tropfen 
Methylrot und eben zur sauren Reaktion tropfenweise mit 5 n-HCl 
versetzt, dann das Ganze iiber wenig Medizinalwatte in ein Zentri- 
fugenglas filtriert und der Kolben noch 3mal mit je 2ccm Wasser 
nachgewaschen. Es folgt 

5. Fillung als Kalksalz, wie bei der ersten Fillung 
unter 3. 

6. Wasserdampfdestillation. Das Ca-Oxalat im Zentri- 
fugenglas versetzt man mit 2 ccm Wasser, rihrt auf und erhitzt 
im Becherglas mit kaltem Wasser bis zum beginnenden Sieden. 
Nun siuert man mit 3 ccm 10°/,iger H,SO, an und treibt mit 
Wasserdampf fliichtige Anteile aus. Dazu steckt man das Zentri- 
fugenglas bis auf etwa 1/, cm unterhalb seines Randes in einen 
haltenden Blechring, taucht es zu */, in ein Wasserbad [a. a. O. ?), 
Fig. 2] und fihrt das ausgezogene Dampfeinleitungsrohr mit 1 mm 
(Juerschnitt bis auf den Boden des Glases. Unter leichtem Sieden 
des Wasserbades blist man 8 Minuten Wasserdampf mit einem 
Uberdruck von 15—20 cm Wassersiule ein. Hierauf laBt man 
nach Abspritzen des Dampfeinleitungsrohres mit wenig 10°/,iger 
Schwefelsiiure das Zentrifugenglas bedeckt in einem Becherglas 
erkalten. 


7. Titration der Oxalsiure. Der an den oberen Teilen 
des Zentrifugenglases haftende Gips wird mit einem Glasstab 
abgelést, dieser mit wenig 10°/,iger Schwefelsiiure abgespritzt, 
die Lésung bei 3000 Touren 3 Minuten abzentrifugiert, quantitativ 
in den Titrierzylinder dekantiert und, ohne den Niederschlag auf- 
zuriihren, mit 1 ccm 10°/,iger Schwefelsiure nachgespilt. Jetzt 
wird der Niederschlag mit 2 ccm 10°/,iger Schwefelsiure auf- 
geriihrt, zentrifugiert und wie vorher abgegossen. Die vereinten 
Dekantate werden mit 2 Tropfen Manganosulfatlisung versetzt 
und mit 0,01 n-Permanganatlésung im Beleuchtungskasten titriert. 
Zum Vergleich titriert man in einem zweiten Glaischen ebensoviel 
10°/,ige Schwefelsiure, MnSO,-Lésung und Wasser mit gleicher 
Schichthéhe auf gleiche Farbtiefe. 

8. Berechnung: Die Differenz aus Gesamtpermanganat- 
verbrauch im Versuch minus dem des Blindversuches multipliziert 
mit 0,45 und 8 y Oxalsiure addiert, ergibt Oxalsiure in mg. 
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D. Oxalsiure im Harn und Blut*). 


Harn vom gesunden Menschen: Morgenharne = 2,4—6,5 mg-°/, 
(Mittel aus 6 Bestimmungen = 4,3 mg-°/,); Tagesharne = 20—45 mg (Mittel 
aus vielen Bestimmungen etwa 30—35 mg); — ‘l'agesharne vom Kanin- 
chen: gefittert mit: Heu und Runkelriibe = 15,5 mg; Heu = 3,9—6,5 mg 
(Mittel aus 3 Bestimmungen = 5,1 mg); frischem Gras = 4,4—14,2 mg (Mittel 
aus 4 Bestimmungen = 8,13 mg); Milch und Vollbrot = 2—5 mg (Mittel aus 
21 Bestimmungen = 3,5 mg); — Blut und Serum: Rinderserum 0,32: 
Schafserum 0,47; Schweineserum 0,30; Pferdeserum 0,24; Menschenserum 0,21; 
Mensch: Gesamtblut 0,37 mg-°/. 


Zusammenfassung. 

Ks wird ein Verfahren zur Bestimmung kleiner Mengen Oxal- 
siure in 10 ccm Harn und 20 ccm Gesamtblut oder Serum be- 
schrieben. Durch Extraktion mit Ather, Fillung als Kalksalz, 
Veresterung mit Athanol, Fallung und Wasserdampfdestillation 
wird Oxalsiure frei von Begleitstoffen erhalten und schlieBlich 
mit Permanganat titriert. Fehlergrenze + 0,1 mg-°/,. Erfassungs- 
grenze 20 y in 10—25 ccm Losung. 


II. Versuche iiber oxalogene Verbindungen im Harn. 


1. Oxalséure-Bildung im Harn durch Hydrolyse. Nach unserem 
Verfahren (I. Mitteilung) wird Oxalsiiure mit Ather in 2 Stunden 
aus 10 ccm saurem Harn ausgezogen. Extrahiert man weiter, 
so erhalt man pro Stunde regelmaBig noch 0,25—0,55 mg-°/, 
Oxalséure, die neu entstanden sein mu’. — Obwohl nach etwa 
6—12 Stunden die Oxalsiure zuriickgeht, ist sie nach 72 Stunden 
noch deutlich feststellbar (vgl. Tab. L) Von p,, 6,5 an aufwiirts 
ist beim Extrahieren keine Spur von Oxalsiiure zu finden; da- 
gegen laufend bei salzsaurer Reaktion. Ein stiirker saurer Harn 
liefert in der gleichen Extraktionszeit mehr Oxalsiiure als ein 
weniger saurer (vgl. Tab. II). 

Nach Folin?) braucht man normalerweise zur Neutralisation der 
Puffer in 10 com Menschenharn etwa 0,43 ccm n-HCl. Wir gaben 
zu 10cem Harn 4 ccm n- HCl (entsprechend 0,2+0,6 ccm 5n-HC\). 

*) Vgl. auch Literatur: a.a. 0.1), S.15 u. 16 und a. a. O. *), S. 3 u. 9. 

') Neubauer-Huppert, Analysen d. Harns. I, $.535, Wiesbaden 1910. 
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Die iiberschiissige Salzsiure kénnte gewisse Verbindungen (z. B. 
Purine) in Glyoxylsiure spalten, die dann in der alkalischen 
Vorlage iiber eine Cannizzarosche Reaktion in Oxalsiure iiber- 
ginge. Allantoin lieferte nach Siurespaltung eine ammoniakalische 
Silberoxydlésung reduzierende Substanz (Tab. III). 


CHO-COOH + H,0 + Alkali —_—=p> HOOC-COOH + CH,OH-COOH. 


Von Allantoin zersetzten sich 0,3—6, von Harnsiure 0—0,08 
und von Alloxan 3—13,9 Mol-°/, in Oxalsiure, je nach Aciditit 
der Lésung und Dauer der Extraktion (vg). Tab. IIT). 

Hydrolyse braucht hier aber nicht allein durch Salzaure zu 
erfolgen. Es ist anzunehmen, daB mit dem Ather und vor allem 
mit dem in ihm gelésten Wasser kleine Mengen von dther- und 
wasserschwerléslichen Verbindungen in die alkalische Vorlage 
gelangen und dort teilweise in Oxalsiiure gespalten werden. In der 
Tat zersetzten sich schon in der ersten halben Stunde von Oxalur- 
siure 46,6 und von Parabansiure 71,4 Mol-°/, in Oxalsaure (vgl. 
Tab. III). Beide Séuren hat man im Menschenharn bisher nur 
in Spuren’) gefunden. Sie bewirken héchstens einen Bruchteil 
der hier gefundenen Oxalsiure und lassen die Zunahme bis zu 
4 mg-°/, nicht erklaren. Aber auch Harnséure, Allantoin*) und 
Alloxan kénnen neben der sauren Hydrolyse im Extraktiongefab 
der alkalischen Hydrolyse in der Vorlage unterliegen. Nach 
Claus’) liefert Allantoin beim Erhitzen mit Kalilauge: Oxalsiure, 
Essigséure, CO, und NH,; nach Liebig, Woéhler‘) gibt Alloxan 
beim Erhitzen mit Wasser: CO,, Alloxantin, Parabansiure bzw. 
Oxalursiure und beim weiteren Erwirmen mit Kalilauge geht 
Parabansiure in Oxalursiure iiber®); diese zerfallt nach H. Biltz 
und H. Schander’) unter Bildung von Oxalsiure. 

Wir erhielten Oxalsiure auch aus Verbindungen, deren Zer- 
legung mit Séure oder Lauge nicht auf einfachem Wege zu 
Oxalsiure fiihren kann. Vom Kreatinin zersetzten sich 0,27, von 
Glucose 0,25 und von 1]-Ascorbinsiure 3,6 Mol-°/, in Oxalsaure. 
Dagegen lieferten Glykolsiure und Glykokoll keine Spur von 





*) Hoppe-Seyler-Tierfelder, Berlin 1924, S. 154; Neuberg, ,,Der 
Harn“ 8S. 275, Berlin 1911. 

*) Vgl. auch MiloS Kminek, Ber. d. Forschungs-Institutes der és. 
Zuckerindustrie: Z. f. d. Zuckerindustrie der Cechoslovakischen Republik 
Nr. 9, Praha 9. X. 36. 

3) Ber. chem. Ges. 7, 229 (1874). ‘) Liebigs Ann. 38, 357 (1840/41). 

®) Liebigs Ann. 26, 287 (1837/38); 118, 156 (1861). 

5) Beilstein III, 64 (1921); J. of pract. Chem. 106, 108 (1923). 
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Oxalsdiure (vgl. Tab. III und dortige Anmerkung). Beriicksichtigt 
man das normale Vorkommen unserer Testverbindungen im Harn 
mit der Bildung von Oxalsiure in unseren Versuchen, so kommen 
sie als Oxalsiurequellen bei Harnanalysen in Frage. Es ist 
daher nicht gleichgiiltig, wie man Harn zur Oxalsiurebestimmung 
vorbehandelt, wie lange man mit Ather extrahiert, und vor allem, 
ob man mit Saure oder Lauge arbeitet. 


2. Oxalsaéurebildung im Harn durch Quecksilberoxyd. Wir ent- 


| eiweiBten den Harn spiiter mit Sublimat oder Essigsiure [vgl. 


. Diss.?), I, Mittlg.]. Normaler Menschenharn gab mit Sublimat 
eine 3—4fach héhere Ausbeute an Oxalsiure als nicht ,,ent- 


 eiweiBter“. Ein Teil des Sublimates gelangte mit dem Ather 


_ und dem darin gelésten Wasser in die Vorlage, wurde dort durch 


das Alkali zum Quecksilberoxyd und Oxydationsmittel (vgl. Tab. IV). 
Die vermehrt gefundene Oxalsiure entstammte hier den mit 


_ Ather extrahierten und in der Vorlage zersetzten Verbindungen. 


Sie iiberstieg den normalen Oxalsiuregehalt um ein Vielfaches 


' (vgl. Tab. V); 


Die Menge der mit HgO neugebildeten Oxalsiure hing hier 


' vor allem von der Dauer und der Temperatur bei der Oxydation 


_ ab. Im allgemeinen aber war sie bei 90° in einer Stunde nahezu 


beendet (vgl. Tab. VJ). 


Unter obigen Versuchsbedingungen wird Oxalsiure von Queck- 
silberoxyd und Alkali gar nicht, wohl aber quantitativ von 
Wasserstoffsuperoxyd zersetzt") (Vers. 7). 


3. Trennung der oxalogenen Verbindungen im Harn. Um fest- 
zustellen, welche Harnanteile in Oxalsiure iibergehen kénnen, 
versetzten wir Harn mit Quecksilberacetat®) (Probe II) und mit 
Kupfer-Kalk*) (Probe III in Vers, 8). Rechnet man die Oxalsiure 
aus nativem Harn zu 100°/,, so entfernt Hg-Acetat 16,1°/, und 
Kupfer-Kalk 83,6°/, der oxalogenen Verbindungen. Da Kupfer- 
Kalk vor allem Zucker ausfallt, ist ein betrichtlicher Teil der 
yneuen* Oxalsiure durch HgO + Alkali aus Kohlenhydraten ge- 
bildet worden. Nach Neuberg?’) enthalt normaler Menschenharn 
0,01—0,1 °/, K.H. als Glucose berechnet. 


7) R. Owen Jones u. Ida Smedley-Maclean, Biochemic. J. 29, 
1690 (1935); Chem. Z. 1935, II, 2802. Vgl. auch W. Frank u. K. Hesse, 
Diese Z. 249, 231 (1937). 

8) Neuberg, S. 333 (Berlin 1911). *) Ebenda S. 687. 
10) Ebenda S. 329/830. 
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Durch Vergiren von Harn mit Bickerhefe konnten wir 
23,2 °/, ,neue* Oxalsiure — bezogen auf oxydierten nativen Harn — 
zum Verschwinden bringen (vgl. T'ab. VII). Damit ist bewiesen, 
daB ein Teil der aus Harn unter Kinwirkung von Sublimat und 
Alkali erhaltlichen Oxalsiure aus vergiirbaren Kohlenhydraten 
gebildet wird. 

Mit Pikrinsiiure’) trennten wir aus vergorenen Harnproben 
Harnsiure, Purinbasen und Nichtpurine, insbesondere Kreatinin. 
einzeln ab und fanden, daB die Nichtpurine, insbesondere Kreatinin, 
mit 34,3 °/,, die Purine (Harnsiiure + Purinbasen) mit 26 °/) am 
Gesamtwert der Oxalsiiure aus oxalogenen Verbindungen beteiligt 
sind (vgl. Tab. VIL). Eine zweite Trennung mit Sublimat lieferte 
nahezu dieselben Ergebnisse. 


Nach Ressaignes’’) zersetzt sich Kreatinin beim Erwiirmen mit HgO0 
und H,O in Methylguanidin und Oxalsiiure; Allantoin und Harnsiure geben 
beim Kochen mit HgO und KOH Harnstoff und Oxalsiiure'’). Glucose 
reduziert nach Cramer) HgO(+ Alkali) zu Hg. Sie wird nach Morrell, 
Crofts*') von H,O, und einer Spur FeSO, zu CO, und Oxalsiure oxydiert. 
Nach M. H. Power und F. W. Upson’®) wird Glucose in gesittigter 
€a(OH),-Lésung durch Luftsauerstoff teilweise zu Oxalsiiure zersetzt. 


Die Bildung von Oxalsiure aus den verschiedenen Harn- 
fraktionen durch alkalisches Quecksilberoxyd konnten wir in 
Versuchen mit analysenreinen Testsubstanzen bei ganz analogen 
Versuchsbedingungen eindeutig belegen. Von Glykolsiure zer- 
setzten sich 0,3 Mol-°/,, von Glykokoll nahezu 20 Mol-°/,, von 
Harnsiiure 10—24 Mol-°/,, von Kreatinin 15—30 Mol-°/, und von 
Glucose etwa 10 Mol-°/, zu Oxalsiiure. Die maximale Oxydation 
ist meist schon in einer Stunde erreicht (vgl. Tab. VIII). 


Wir sind uns wohl bewubt, daB die Oxydation durch alka- 
lisches HgO bei 90° nicht mit der der Zelle verglichen werden 
darf. Immerhin erhalt man einige Anhaltspunkte fiir die Priifung 
bestimmter Verbindungen auf ihren etwaigen Ubergang in Oxal- 
siure innerhalb der Zelle. Die Versuche dariiber sind im Gang. 


") Neuberg, 8. 618 u. 685, Berlin 1911. 
2) C. r. Acad. Sci. 38, 839 (1854); Liebigs Ann. 82, 236 (1852) u. 92. 
407 (1854). 
'®) Neuberg, 681 u, 682, Berlin 1911. 
‘) Biochem. J. 9, 156 (1915). 
*®) J. chem. Soc. 83, 1290 (1908). 
'®) J. Amer. Chem. Soc. 48, 195 (1926). 
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wir 
— Versuchsteil. 
en, e . ° * s 
~~ 1. Die Abhangigkeit der Oxalséure im Harn von der Extraktionsdauer. 
ten Tabelle I. 
yen Menschenharn 1 : 3 4 5 nach Matethee 
in, Btraktioni. Std) 3 4/4/15] 4 | 6 }25| 24/48 | 72] 1 \2)/ 3) 4) 5 
lin, fief. Oxalsiure | | | | | | 
am P™g°lo - - -|2,09 3,34/2,08 2,56)2,54)3,45)2,75/4,62 [5,50 6,78 |3,56 4,48 5,02 5,57 6,03 
; g°/, Zunahme | | | | ae ae ee 
ligt [po Std. 0,25] 0,48] 0,45] ~—-[0,085,0,087,0,051] + —-0,92.0,54 0,55 0,46 
pe *) Normalwerte: Bestimmungen genau nach I. Mitteilung. 
gO , ee ' " 
ll 2. Die Abhangigkeit der extrahierten Oxalsiure vom p,, des 
ose Harns. Proben von je 10 cem Menschenharn wurden mit 5n-HCl verschieden 
LI. stark angesiuert. 
ert. Tabelle IL. 
rter 
Mischharn vom Menschen 6 7 8 
rn- aaeeaeeene seiseneieets ee ———— 
in Extraktion in Stunden 2**) 2°*) 2*) | 4 >| Ps9 4 
yen Ges. eem 5n-HCl pro 10 ecm | | 
, des extrah. kongosauren Harns | 0 | 0 [0,6 (0,6 1,2 (1,2 106 | 1,2 
er- Ges. gef. Oxalsiiure in mg-%/, | 0 | 0 [4,69 5,18 | 5,04 | 5,391 3,04 | 3,54 
ron 
on *) Normalwerte: Bestimmungen genau nach I. Mitteilung. 
on **) Gepufferter Harn von py = 6,5 extrahiert. 
ka. 3. Oxalsdurebildung aus Harnbestandteilen. Die in der Tab. III 
™~ angegebene analysenreine Substanz wurde in 10 ccm H,O geldst und bei 
bestimmter Aciditét wie oben extrahiert und weiter verarbeitet. (Ohne Ein- 
ins — wirkung von HgO!) 
ad Tabelle IIL. 
ng. 
. | Extrak- ecm Py der P Mol °/, d. 
a bee tions- | 5n-HCl | Vorlage Gef. Oxalakure in Oxals. 
8° | dauer |pro10cem| gréBer | ~~] zers. Sub- 
92. mg jin Std. | Lésung als mg | Mg-/o | stanz 
a) Hydrolyse durch Siure und Lauge 
Oxalursiure | 20 a 0,8 10 6,34 | 31,70 46,6 
. 20 5 0,8 10 | 8,06 | 40,30 | 59,2 
Parabans. 20 i, 0,8 10 8,43 | 42,15 71,4 
‘ 20 5 0,8 10 | 7,55 | 87,75 | 64 
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Tabelle II (Fortsetzung). 























- Extrak-}| ccm Py der ‘ ii Mol-°/, d. 
a ae tions- | 5n-HCl | Vorlage — eum i. Oxals. 
seein dauer {pro10cem| gréBer zers. Sub- 
mg | in Std.| Lésung als mg | mg-"/, | stanz 
b) Hydrolyse durch Siiure und vielleicht anschlieBende Cannizzaro-Reaktion. 
Allantoin 20 ‘l. 0,8 10 0,017 0,085 0,3*) 
v 20 1, 0,8 10 0,025, 0,125 0,44") 
‘ 50 3 0,8 10 | 0,517, 1,034] 3,8 
50 22 0,8 _10 | 0,846] 1,692 | 6 
s 50 3 0,8 = {6 Jammoniak. Ag(OH) w. red. 
é 50 22 0,8 5 is 0,012; 0,024] 0,08*) 
Harnsiiure 20 a] 0,8 10 0 0 0 
¥ 20 9 0,8 10 | 0,019. 0,085] 0,71*) 
Alloxan 20 ue 0,8 10 0,187 0,935 3 
m 50 23 0,8 10 2,2 | 4,4 13,9 
Kreatinin 20 ‘i. 0,8 10 0,022; 0,11 0,27*) 
Glucose 20 ‘il. 0,8 10 0,025; 0,12 0,25*) 
]-Ascorbins. | 18 1), 0,8 10 | 0,845, 1,91 3,6 
Glykolsiiure}| 20 "e 0,8 10 0 | 0 0 
. 20 5 0,8 0: as 14 0 
Glykokoll 20 /, @ 2S 10 0 | 0 0 

















*) Diese Werte liegen an der Erfassungsgrenze und sind daher mit 
Vorsicht zu deuten. 


4. Der Einflu®B des ,Enteiweifens‘ mit Sublimat. 20 ccm eines 
nativen, frischen Harns wurden wie in der ersten Mitteilung angesiuert, 
mit 2cem einer kalt gesittigten Sublimatlésung versetzt, zentrifugiert und 
10 cem des Zentrifugates wie oben nach I. Mittlg. verarbeitet. 


Tabelle IV. 














mg-°/,Oxalsiiure in nicht enteiw. Harnproben . | 2,64] 4,60] 2,98 | 2,38 | 1,94 
mg-°/, Oxals. im gleichen Harn mit HgCl, enteiw. | 6,90 | 8,62 | 12,25 | 8,83 | 7,80 


mg°/,-Zunahme: | 4,26 | 4,02 | 9,27 | 6,45 | 5,86 


5. Oxalsaurebildung durch HgO aus oxalogenen Verbindungen 
im Harn. 10 cem eines frischen, nativen Menschenharns wurden nach 
unserem Verfahren (I. Mittlg.) verarbeitet. In der Vorlage befanden sich dabei 
auBerdem von Anfang an 2g HgCl, undicem kalt gesiittigter NaOH (Probe 1 a). 
Der 2 Stunden extrahierte saure Harn wurde hierauf im Extraktionsgefiil 
mit 2cem kalt gesiittigter HgCl,-Lésung versetzt und abermals 2 Stunden 
ausgezogen (Probe 1b). Der an Oxalsiiure erschépfte Harn wurde nun im 
ExtraktionsgefiB alkalisch gemacht, '/, Stunde im siedenden Wasserbad 
erhitzt, nach dem Abkiihlen angesiiuert und weitere 2 Stunden extrahiert 
(Probe 1c). Die Aufarbeitung der Atherausziige wie oben. 


Tabelle V. 
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6. Der Einflu8 der Oxydationsdauer des Harns mit HgO. Proben 
mit je 20 cem frischem, nativem Menschenharn wurden mit 2 cem kalt ge- 
sittigteem NaOH und 5g HgCl, im Wasserbad auf 90° erhitzt, nach dem 
Abkiihlen zentrifugiert (der Riickstand enthalt keine ausgefallene Oxalsiure), 
13 cem des Dekantates mit 1 cem (NH,),S-Lésung (10°/,ig) und 1,5 ecm 
jn-HCl versetzt, das ausgefallene HgS abfiltriert und 10 ccm des Filtrates 
wie tiblich 2 Stunden extrahiert und verarbeitet. 


Tabelle VI. 





Menschenharn: Probe | 1 | 2 | 3 
60 120 
60 61 





10 | 30 | 30 60 
30 | 91 | 17,9 22,7 


7. Der Einflu8 von HgO + Alkali und H,0, auf Oxalsadure. Eine 
wibrige Testlésung mit 0,423 mg Oxalsiure wurde wie bei 6. 1 Stunde 
oxydiert. Gefunden wurden 0,403mg = 95,5°/, Oxalsiiure. Eine zweite gleiche 
Probe mit einer 5°/, igen Wasserstoffsuperoxydlésung in Gegenwart eines 
Na-Phosphatpuffers von px 6,3 (Gewebeaciditit) 1 Stunde bei 90° oxydiert, 
ergab 0 Oxalsiiure. 





Gefundene Oxalsiiure in mg-°/, 


8. Fallung der oxalogenen Verbindungen aus Harn. Probe 1: 
nach 6. verarbeitet gab 17,9 mg-°/, = 100°/, Oxalsiure. Als Probe 2 wurden 
40 cem frischer, nativer Menschenharn mit 4 g Quecksilberacetat versetzt, 
nach 30 Minuten filtriert und 20 cem des Filtrates wie bei 6. aufgearbeitet. 
Gefunden 14,9 mg-°/, = 83,9°/, Oxalsiure bezogen auf Probe 1. Als Probe 3 
blieben 40 cem Harn mit 8 eem 7°/,iger CuSO,-Lésung und 20 cem Kalk- 
milch 1 Stunde stehen, Aufarbeitung wie vorher. Gefunden 2,95 mg-°/, 
= 16,4°/, Oxalsiiure. Proben 1, 2 und 38 werden je 30 Minuten mit HgO 
+ NaOH auf 90° erhitzt. 


9. Trennung der oxalogenen Verbindungen im Harn durch Ver- 
garung und Fallung mit Pikrinsaure. 1. Probe: Nativer Harn von 
Menschen wird nach I. Mittlg. auf den normalen Oxalsiuregehalt und nach 
6. dieser Mitteilung auf die oxalogenen Verbindungen sofort verarbeitet. 
2.Probe: 90 cem Harn 24 Stunden bei 38° stehen gelassen und wie Probe 1 
aufgearbeitet. 8. Probe (Hefeblindwert): 45 cem Wasser mit 5 g Hefe wie 
Probe 2 bei 88° stehen gelassen, die Hefe abzentrifugiert und die dekan- 
tierte Lésung aufgearbeitet. 4. Probe: 90 ccm Harn mit 10 g Hefe 24 Stunden 
bei 88° vergoren und zentrifugiert. 25 ccm Zentrifugat erhitzten wir zur 
Fallung von Purinen und Kreatinin mit 0,5 g Pikrinsiure in wenig Alkohol 
rasch zum Sieden, lieBen dann 7 Stunden im Kiihlschrank steben und zentri- 
fugierten; das Zentrifugat (= 25 ccm) schiittelten wir zur Entfernung der 
Pikrinsiure 3 mal mit 15 cem Ather aus. 20 cem des mit Ather behandelten 
Dekantates oxydierten wir 1 Stunde nach 6. (Restwerte c). Die abzentri- 
fugierte Pikratfiallung verriihrten wir 1/, Stunde zur Liésung des Kreatinins 
mit 7 eem Wasser und 0,8 g K-Bicarbonat, filtrierten vom K-Pikrat ab und 
fillten das Filtrat mit Wasser auf 20 ccm auf, siuerten mit Salzsiure an, 
schiittelten 1mal mit Ather aus und oxydierten 1 Stunde nach 6. (= Oxal- 
siure a aus Kreatinin). Den kreatininfreien Riickstand engten wir zur Lésung 
der Purinbasen mit 2n-HCl stark ein, kiihlten und filtrierten nach einigem 
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Harnsiure)]. 


Tabelle VII. 












Stehen. Das Filtrat schiittelten wir mit Ather aus und oxydierten es 1 Stunde 
nach € [= Oxalsiure b aus Purinbasen (+ 


Probe 1: 2 Stunden mit Ather extrahiert . = 8,8 mg-%/, 
Nach 6. 1 Stunde mit HgO oxydiert . . = 26,2 ,, 
Probe 2: 2 Stunden mit Ather extrahiert . = 74 , 
Nach 6. 1 Stunde mit HgO oxydiert . .. = 7184 ,, 
Oxalsiiurewert aus den ,,Vorstufen“ (78,4—7,4). . = 71,0 ,, = 100°, 
Probe 3: Hefeblindwert. =115 ,, 
Probe 4: Harn 24 Stunden vergoren und nach 6. 

mit HgO 1 Stunde oxydiert . =H. , 
Oxalsiiure aus nicht vergiirbaren Vorstufen (13,4 

minus 11,5). : = 61,9 ” 
Oxalsiiure aus Kohlenhydraten (78, 4—61 9) =365 , = 883°," 
Oxalsiiure (a) aus Kreatinin und Nichtpurinen . . ats , = 34,39). 
Oxalsiiure (b) aus Purinen . =184 , 226 *%,* 
Restwert (ec) des Harns nach Fallung d. .,Vorstufen“ = 11,75 , = 16,6°%,*) 


*) Bezogen auf die gesamten Vorstufen 71,0 mg-°/, = 


100°/,. 


10. Oxydation reiner Verbindungen zu Oxalsdure. Je 20 mg der 
in 20cem Wasser gelésten Verbindung wurden nach 6. mit HgCl, und NaOH 
bei 90° oxydiert und auf Oxalsiiure verarbeitet. 


Tabelle VIII. 





Substanz 


Harnsiure . 


Glykolsiure 


9? 
Glykokoll 
99 
” . . 
Kreatinin. 


99 


99 
tlucose 


9 








Exgebnisse 


“Ogee. 
Dauer 0. r ee — 
xX aur 
Stunden : a vi 
1 1,260 
1 0,996 
2 2,586 
u. 0,047 
Us 0,047 
1, 0,047 
1 0,045 
‘i. 0,646 
"ls 3,138 
‘, 4,54 
1 4,68 
1 1,967 
1 1,850 
2 8,550 
2 3,010 
1 1,052 
1 0,921 
2 1,209 
Zusammenfassung. 


in Oxalsiure zers. 


_Subst. | in Mol- “lo 


11,8 
9.3 
23.7 
0,3 
0,3 
0,3 
0,3 
2,8 
18,4 
15,2 
19,5 
16,3 
15,4 
24,4 
25 
10,6 
9.26 


12,15 


1. Kongosaurer Menschenharn liefert bei fortgesetzter Extrak- 
tion mit Ather iiber langere Zeit immer wieder kleine Mengen 


Oxalsiiure. 








Stunde 


10 °/, 
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ngel 
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2. In Testlésungen wird durch Kinwirken von Siéure und 
Lauge (ohne Verwendung von Sublimat) aus Oxalursiure, Paraban- 
siure, Allantoin, Harnsiure, Alloxan, Kreatinin, Glucose, 1-Ascorbin- 
siure, mehr oder weniger, aus Glykolsiure und Glykokoll keine 
Oxalsaure gebildet. 

3. Die Mengen der im Harn vorhandenen Oxalursiiure, 
Parabansiure und Alloxan reichen nicht aus, um die Zunahme 
zu erklaren. 

4, Die Neubildung von Oxalsiure beim Verarbeiten des Harns 
erfolgt durch saure oder alkalische Hydrolyse und vielleicht durch 
Umlagerung nach Cannizzaro oder anderweitige Zersetzung. 

5. Oxalsiure ist bei 90° und Gewebsaciditit gegen Wasser- 
stoffsuperoxyd ganz unbestindig; gegen Quecksilberoxyd und Alkali 
hingegen bestiindig. 

6. Behandelt man Harn mit Sublimat und Alkali, so werden 
noch wesentlich gréBere Mengen Oxalsiure gefunden. 

7. Fraktionierung des Harns und Testversuche zeigen, dab 
in Gegenwart von Sublimat und Alkali aus Glykolsiure, Glykokoll, 
Glucose, Harnsiiure und Kreatinin betriichtliche Mengen Oxalsiiure 


entstehen kénnen. 


III. Uber die Oxalsiure-Ausscheidung beim Kaninchen. 


Trotz zahlreicher Arbeiten iiber die Ausscheiduug von Oxal- 
siure nach Aufnahme dieser oder oxalogener Verbindungen in 
der Nahrung ist iiber die Bilanz des Oxalsiurestoffwechsels noch 
wenig bekannt'). Sie wird nicht nur von der Natur des Salzes, 
z. B. des léslichen Alkali- oder unldéslichen Calciumsalzes und 
von resorptionsindernden Begleitstoffen beeinfluBt, sondern auch 
von der Menge der angebotenen Oxalsiure und der Art ihrer 
Aufnabme. Beim Kaninchen hingt die tagliche normale Oxalsaure- 
Ausscheidung im Harn stark vom Futter ab. Am héchsten fanden 
wir sie bei Gras- und Runkelfiitterung (16,7 mg). Gras allein oder 
Heu, Milch und Brot senkten den Wert auf 5mg. Mit Milch 
und Brot erreichten wir bei 2 Kaninchen fiir lingere Zeit eine 
fast gleichmiBige Abgabe von tiglich 3—4 mg Oxalsiure. Bei 
diesem Grundfutter dachten wir zugelegte Oxalsiure im Harn 
quantitativ wieder aufzufinden. 


1) Schrifttum zusammengestellt vgl. I. Mitt. a. a. O. ') und %). 
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Bonifaz Flaschentriger und Paul B. Miller, 


Unsere Versuche zeigten uns jedoch, daB verabreichte Oxal- 
siure selbst in sonst 4uBerlich ganz unschadlichen Mengen inner- 
halb kurzer Zeit nie quantitativ im Harn wieder zu finden ist, 
und zwar um so weniger je gréBfer die Oxalsiuredosen pro Kilo- 
gramm Kérpergewicht und pro ‘ag werden. Da wir aber nach 
etwa 1 Monat bis 77°/, der Oxalsiure wieder fanden, miissen 
wir annehmen, daB resorbierte Oxalsiure zum grébten Teil 
wieder ausgeschieden wird. — Nach den Versuchen von 
Borgstrém*) scheint das Meerschweinchen wesentlich gréBere 
Mengen pro Kilogramm Ké6rpergewicht und Tag zu vertragen, als 
unsere Kaninchen und subcutan gegebene Oxalsiure wieder quanti- 
tativ auszuscheiden. Da diese Versuche am wachsenden Tier mit 
schon normalerweise stetig zunehmender Oxalsiureausscheidung 
gemacht wurden, sind sie nur bedingt quantitativ auswertbar. Sie 
unterstiitzen aber unsere Vorstellung iiber die protrahierte Aus- 
scheidung héherer Oxalsiure-Dosen. 


1. Oxalsiéure im gewohnten Futter, wie Runkel mit gewéhnlich 
0,04°/, Oxalsiure (Vers. 2 und 5) gelangt ohne Schaden in den 
Harn in Mengen, die mit zugelegter Oxalsiure gar nicht zu er- 
zielen sind (Vers. 4 und 7). Hier scheinen die Begleitstoffe die 
Ausscheidung wesentlich zu beeinflussen. Ein Teil der Oxalsiure 
kénnte der Resorption durch Bildung von Calciumsalz oder durch 
bakterielle Zersetzung entgangen sein. 


2. Verfiitterte Oxalsiure wird je nach ‘l'agesdosis verschieden 
rasch und nur zum Teil durch die Nieren abgegeben. Bei 4 mg 
pro Kilogramm Kérpergewicht und Tag (Vers. 6) faBten wir am 
Versuchstag 20°/, im Harn. Der Rest blieb verschwunden. Bei 
11 mg pro Kilogramm K@6rpergewicht und Tag (Vers. 7) erhielten 
wir an den Fiitterungstagen nur 4,5°/, im Harn. Im ganzen 
waren nach 33 Tagen erst 29,5°/, der Oxalsiure in den Harn 
ausgetreten. Dem Kot zugesetzte Oxalsiure konnte nur zu 50°/, 
wieder bestimmt werden. 

Stig Borgstrém*) hat in seinen Versuchen an steril und 
nicht steril aufgezogenen Meerschweinchen eindeutig bewiesen, 
daB ein betrichtlicher Teil der exogenen Oxalsiiure im Darm 
zerstort wird. Anderseits stellte Borgstrém?) kurz vorher fest, daB 
nicht steril aufgezogene, oxalsiurefrei ernibhrte Meerschweinchen 
im Kot Oxalsiure ausscheiden. 


*) Biochem. Z, 281, 377 (1935). *) Skand. Arch. Physiol. 73, 63 (1936). 
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3. Subcutan gegebene Oxalsiure (3,3 mg pro Kilogramm Kérper- 
gewicht und Tag (Vers. 1) erscheint nur an den Injektionstagen 
zu kleinen Teilen (14°/,) im Harn. Sogleich nach Aufhéren der 
Injektionen sinkt der Wert wieder fast auf die Norm. Die Haupt- 
menge bleibt verschwunden. Nach Loeper, Schulmann und 
Tonnet*) wird unlésliches Ca-Oxalat im Kaninchen- und Meer- 
schweinchengewebe allmahlich in Carbonat umgewandelt. 


4. Intravendés injizierte Oxalsiure wird je nach der verabreichten 
Menge verschieden ausgeschieden. 2 mg Oxalsiure pro Kilogramm 
Kérpergewicht und Tag (Vers. 8) werden an den Versuchstagen zu 
31,8°/, ausgeschieden; 8,5 mg pro Kilogramm Kérpergewicht und 
Tag (Vers. 4) an den Versuchstagen zu 18,4°/, und nach 33 Tagen 
zu 77,4°/,. Noch mehr stockt die Abgabe der Oxalsiure, wenn die 
Tagesdosis starker erhéht wird. Von 20 mg Oxalsiure pro Kilo- 
gramm Korpergewicht und Tag (Vers. 3) bestimmten wir im Harn 
des Versuchstages nur 3,5°/,. Die Ausscheidung blieb iiber mehrere 
Tage hin unregelmaBig. Nach 4 Tagen waren erst 7,5°/, im Harn. 

5. Zusatz von Natriumbicarbonat zum Futter erhéht die Menge 
des Harnes und der ausgeschiedenen Oxalsiiure (Vers.8). Es kénnen 
auf diese Weise betrichtliche Mengen Oxalsiiure — auch zuriick- 
sehaltene ausgeschwemmt werden (Vers. 8). — Nach Battistini®) 
erhéht Na-bicarbonat den Oxalsiuregehalt des Blutes. Ammon- 
chlorid vermindert dagegen die Harnmenge, ohne aber die Oxal- 
siureausscheidung gegeniiber Milch-Brotkost zu senken (Vers. 8). 
Verfiitterung von 1g Na-Acetat pro Tag (Vers. 9) vermehrte 
die Oxalsiureausscheidung nicht, hingegen waren die Werte nach 
Zusatz von 1g Glykokoll (Vers.10) oder 1g Kreatinin 
(Vers. 11) pro Tag zum Futter deutlich erhéht. Saburo Suzuki’) 
hat nach Injektion von Glykokoll, Alanin, Asparaginsiure, Aspara- 
gin und 1 — (+)-Aminobuttersiure eine Erhéhung der Blut-Oxal- 
saure gefunden; dagegen nicht nach Gaben von Glutaminsiure, 
d-Aminobuttersiure und Bernsteinsaure. 

Ergebnisse: Quantitative Oxalsiure-Stoffwechselversuche 
kénnen am Kaninchen nur mit sehr kleinen Tagesmengen Oxalsiure 
(etwa 2 mg pro Kilogramm Kérpergewicht und Tag) ausgefiihrt werden. 
Das langere Verweilen der Oxalsiure im Kérper ist schon als 
toxische Erscheinung aufzufassen. Die Ablagerung kann zunachst als 





4) Zitiert nach Ber. Physiol. 32, 183 (1925). 
5) Arch. Pat. e Clin. med. 15, 273 (1935); zitiert ber. Physiol. 99, 258. 
6) Jap. J. med. Sci. Trans. II. Biochem. 2, 413 (1934); zitiert nach 


Ber. Physiol. 82, 461. 
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SchutzmaBnahme gedeutet werden, um die Ausscheidung langsam 
und damit schonend fiir das Nierengewebe erfolgen zu lassen und 
die Ca-ionenkonzentration der Kérperfliissigkeiten nicht zu stéren. 
Die Oxalsiure im gewoéhunlichen, basenreichen Futter ist harn- 
fihiger als kiinstlich zugelegte; die erhéhte Oxalsiureausscheidung 
nach Glykokoll- und Kreatininfiitterung unterstiitzt unsere Beob- 
achtungen am Menschen bei reiner Eiweibkost (vgl. [V. Mitteilung), 


Versuchsteil. 


2 Kaninchen wurden wie iiblich im Stoffwechselkifig gehalten und ihre 
Tagesharne nach I. Mitteilung einzeln analysiert. In der Tabelle 8. 70/71 
sind der Kiirze halber Min.- und Max.-Werte sowie die Durchschnittswerte 
von mehreren Tagen aufgefiihrt. 

Futter im Tag etwa 80 g Heu oder etwa 800 g Gras oder Heu und 
1/, Runkelriibe oder 250 cem gekochte Milch und 30g getrocknetes und 
gemahlenes Schwarzbrot. 

Die Oxalsiure gaben wir als Natriumoxalat in 1 cem steriler Lésung. 
Harn und Kot wurden im Kiihlschrank aufbewabrt. 

Die Oxalséure im Kot. 3 ¢ feuchter, zerriebener Kaninchenkot 
blieb mit 1 ccm 0,01 n-Oxalsiiure (= 0,450 mg) gemischt 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen. Nach Trocknen bei 110° (etwa 4 Stunden) wurden 
2g mit 10ccm Wasser angeriihrt, mit 5 n-HCl kongosauer gemacht, weitere 
1,8cem 5n-HCl zugegeben, mit Wasser auf 25 ccm genau aufgefiillt, zentri- 
fugiert und weiter verarbeitet wie Kaninchen- und Hunde-Harne (vgl. I. Mit- 
teilung). Gef. 51°/, der zugesetzten Oxalsiiure. 


Frl. A. Miinster danken wir fiir ihre zuverlissige experimentelle Hilfe. 


IV. Oxalsdéure im Menschenharn bei Hunger 
und einseitiger Kost. 


Herkunft und Schicksal der Oxalsiiure beim Menschen sind 
noch wenig bekannt. Im Darm kann die Oxalsiure aus der 
Nahrung resorbiert, durch Bakterien gebildet oder zerstért!) werden. 
Im intermediiren Stofiwechsel kann sie neu gebildet, teilweise 
oder giinzlich zerstért und schlieBlich abgelagert oder durch die 
Niere oder in den Darm ausgeschieden werden. Die einzelnen 
Vorgiinge werden dabei einzeln oder gleichzeitig, und zwar zur 
Gainze oder zum Teil ablaufen. Durch obige Méglichkeiten ist 
der Oxaisiurestoffwechsel sehr mannigfaltig und ein einzelner 
Befund oft schwer zu deuten. 


Im allgemeinen folgt die Oxalsiure mehr oder weniger dem An- 
und Abstieg der Glucose*®**) im Blut, Gewebe*5) und Harn. Damit wird 
verstindlich, warum beim Diabetiker®*®) oder nach Pankreasexstirpation die 
Oxalsiurewerte im Blut und Harn erhéht uad durch Insulin®**%*%1) ver- 
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mindert gefunden werden. Adrenalin”) und Phloridzin'’'*) vermehren 
Oxalsiure im Harn. Eine Reihe von Autoren” ®”'%) sehen in der Oxalsiure 
ein Abbauprodukt der Kohlenhydrate, wobei der Kohlenhydratstoffwechsel 
irgendwie gestért oder verlangsamt sein soll. — Diese Befunde werden 
von anderen Autoren widerlegt: So soll beim gesunden Menschen‘) und 
beim Diabetiker '*) keine Beziehung bestehen zwischen K. H. und Oxalsiure; 
beim Diabetes die Oxalsiiure vermindert sein’); Adrenalin und Schild- 
driisenexstirpation '!) (D’ Ignazio und Sotgiu) die Oxalsiiure senken; Insulin 
die Oxalsiure nicht herabsetzen") oder sogar vermehren') (D’ Ignazio 
und Sotgiu). 

Im Hunger tritt nach der vorliegenden Literatur z. B. beim Kaninchen 
ein deutliches Absinken der Blut-'*) und Harn-*°)-Oxalsiure ein. Nach 
W. Herkel und K. Koch") entstammen beim Kaninchen etwa 1—4 mg 
Oxalsiure pro Tag dem intermediiren Stoffwechsel (endogene Oxalsiure). 
Scaglioni"’) sieht im Nichtverschwinden der Oxalsiiure auch beim lingeren 
Hungern von Mensch und Hund einen Beweis fiir die Entstehung der 
Oxalsiure jenseits der Darmwand. 

Ernihrungsversuche mit einseitiger Kost sind bisher zum 
Studium des Oxalsiiurestoffwechsels nur wenige ausgefiihrt worden. Viale. 
Napoleoni und Rosselli'*) fanden bei Hunden nach reiner Fleischfiitte- 
rung eine verhiltnismiBig hohe Oxalsiureausscheidung, die sie auf das 
Glykokoll — vgl. auch '*) und dagegen *°) — zuriickfiihren. Suzuki Saburo" 
beobachtete bei zwei jungen, gesunden Frauen nach Eiweif- oder Fett- 
aufnahme keinen Anstieg der Blutoxalsiure — vgl. auch’) — wohl aber 
nach Kohlenhydratnahrung. De Lucia?’) berichtet gerade das Gegenteil. 
Bei einem Hund mit vorausgehendem vorwiegendem Kohlenhydratfutter 
war die ausgeschiedene Oxalsiuremenge kleiner als nach einem fett- und 
eiweiBreichen Futter. Nach D. Lucia®!) zeigten zwei junge Minner beim 
Ubergang von gemischter zu kohlenhydratreicher Kost ein leichtes Absinken 
der Oxalsiiurewerte im Harn. Zulage von Eiweib erhéhte sie wieder. 


Um obige Frage zu kliren, versuchten wir zunichst im 
Hunger die Wirkungen des Darmes und der Darmbakterien 
weitgehend auszuschalten und durch anschlieBende nahezu reine 
Fett-, Kohlenhydrat- oder KiweiBkost die Menge der Oxalsiiure 
im Harn zu verfolgen (vgl. Tabelle). Schon nach dem ersten Hunger- 
tag sank die Oxalsiiure deutlich. Weiter stellten wir fest, dab 
Fett die Harn-Oxalsiiure nicht oder nur unwesentlich erhéht, auch 
wenn gleichzeitig Acetonkérper ausgeschieden werden. Um so 
deutlicher ist der Oxalsiureanstieg nach nahezu reiner Zucker- 
oder Fleischkost. Es unterliegt daher keinem Zweifel, daB Kohlen- 
hydrate oder EiweiB die Harn-Oxalsiiure beim Menschen ver- 
mehren. Auf welchem Wege, ob im Darm oder jenseits davon 
dies geschieht, kann durch Stoffwechselversuche allein nicht ent- 
schieden werden. Beim Meerschweinchen hat Borgstrém?) die 
Bildung und Zerstiérung der Oxalsiure im Darm, ebenso das 
Auftreten endogener Oxalsiure sichergestellt. 





Bonifaz Flaschentriger und Paul B. Miller, 


Versuchsteil. 

Die Versuchspersonen F. (43 Jahre alt) und M. (27 Jahre) nahmen 
zunichst gemischte Kost. Am Abend vor dem Versuch oder ahends am 
ersten Hungertag wurde der Darm durch Einlauf entleert um die Bakterien- 
tatigkeit méglichst niedrig zu halten. Niheres vgl. Tabelle. Aufarbeitung 
der 24 Stunden-Harne vgl. I. Mitteilung. 


Hunger-, Fett-, Kohlenhydrat- u. EiweiBversuche am Menschen. 
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Versuchs-]| Oxalsiure [| —--_ 

































































Fiir die Acetonbestimmungen danken wir Herrn Privatdoz. Dr. Franz 
Leuthardt bestens, 


Tagesmenge] Mittelwerte | Ausgescti . 


‘ff — — 
Nahrung art min./max. | aus | Oxals. | Aceton’ Ac 
1937 Wert in mg Tag. in mg] in mg essij 
Hangerversuch von F. 
20. X. Normale Kost 25,6 1 | 25,6 ~ - 
21. X. Nur Wasser Hunger 17,5 1 | 1%,5 117. i- 
22. X. desgl. Hunger 13 1| 8 719 | + 
23. X. Normale Kost 22,2 1 22,2 486 + 
24-25. X. desgl. 19-30 2 24,5 0  ¢ 
Fettversuch von F. 
14.-20. VI. Normale Kost 29,9-44,7 7 | 35,8 ~ ~ 
21. VI. 100 cem Olivenél*) Hunger 23,5 1 | 23,5 - ~ 
22. VI. | 130g Speck + 20g Butt. | 
+60 ¢ WeiBbrot®) Fett 17,8 1 | 17,8 e.i4 
cation, SveiBbeoth 508 | Fett 15,7 1 15,7 | 586 | + 
24. VI. desgl.) Fett 18,3 1 183 | 264 + 
25. VL. Normale Kost‘) 19,9 1 | 19,9 394+ 
26.-30. VI. desgl. 29,1-42 5 84,8 0 | 0 
: K.H.- und Hunger-Versuch von M. 
10.-15. VIII. Normale Kost 31-39,5 6 85 - 
16. VIII. Nur Wasser Hunger 8,5 1 8,5 - 
17. VIII. | 600 g Brot, 250 g Rohr- K.H. 19,6 \ 19,6 
zucker®) 
18. VIII. desgl.°) K.H. 27,7 1 | 2%,7 —— 
19. VILL. desgl. K.H. 27,4 1 | 27,4 - 
20. VIIL. Wasser Hunger 8,4 1 8,4 — 
21. VIII. desgl. Hunger 6,2 1 6,2 — 
22. VIII. Normale Kost 30,8 1 | 30,8 -— 
23. VIII. desgl. 33,4 1 | 38,4 - 
Eiwei8-Versuch von M. 
8.-18. X. Normale Kost 36-43,5 6 | 40 
14, X. Wasser Hunger 23,1 1 {| 23,1 ~- 
15. X. 1250 g mag. Rind- u. ae ae - _ 
Kalbfleisch ») EiweiB 27 1 | 27 
16. X. desgl. EiweiB 35 I 35 -— ‘ 
17, X. Normale Kost 45,8 1 | 45,8 — - 
18. X. desgl. 38 1 | 38 — 
*) Erbrechen und Durchfall, daher als Hungertag zu bewerten. 
>) Kein Stuhl. *) Fettstuhl. 
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Uber die Wirkung des Follikelhormons, des Vitamin C 
und deren gileichzeitiger Verabreichung 
auf den Glykogengehalt der Leber bei Meerschweinchen. 


Von 


Vilma Sz. Hermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Budapest.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. November 1937). 


Auf Verabreichung von Thyroxin konnte von Mosonyi!) und 
anderen”) eine Verminderung des Vitamin C-Bestandes der Leber 
und der Nebennieren erzielt werden, woraus auf einen zwischen 
Thyroxin und Vitamin C bestehenden Antagonismus geschlossen 
wurde. Hirsch*) und Altenburger') konnten durch gleichzeitige 
Darreichung von Thyroxin und Ascorbinsiure die Glykogenschwund 
bedingende Wirkung des Thyroxins hemmen. Fischbach und 
Terbriiggen®) fanden Thyroxin gegeniiber zwar keine ihnliche 
Wirkungsweise des Vitamin C, konnten eine solche aber bei thyreo- 
tropem Hormon feststellen. Da nun Mosonyi’) nicht nur zwischen 
Thyroxin und Ascorbinsiiure einen Antagonismus nachweisen konnte, 
sondern auch zwischen den Sexualhormonen und Vitamin C, so 
ergab sich die Frage, welchen Veriinderungen der Glykogengehalt 
der Leber bei gleichzeitiger Verabreichung von Follikelhormon 
und Ascorbinsiure unterworfen ist. 


Da nun die Wirkung des Follikelhormons sehr stark von 
der Dauer der Verabreichung und von der GréBe der einzelnen 
Dosen abhiingig ist und da auch die Literaturangaben keine ein- 
heitlichen Ergebnisse aufweisen, so schien es angezeigt, auch die 
Wirkungen der bei der gemeinsamen Darreichung von mir ver- 


') Diese Z. 237, 173 (1935); Klin. Wschr. 1936, 24. 

*) Plaut u. Bilow, Klin. Wschr. 1935, 1318. 

*) Demole u. Ippen, Diese Z. 235, 226 (1935). 

*) Biochem. Z. 287, 126 (1936). 5) Klin. Wschr. 1936, 1129. 
*) Klin. Wschr. 1937, 1125. *) Diese Z. 242, 158 (1936). 
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wendeten Follikelhormon- und Ascorbinsiiure-Dosen voneinander 
getrennt festzustellen. 
Methodik. 


Zu den Versuchen wurden ausschlieBlich miinnliche Meerschweinchen 
verwendet, deren Anfangsgewicht zwischen 300—700 g lag und die als 
Nahrung Riiben, Heu und Hafer erhielten. Als Follikelhormon-Priparat 
wurde Progynon B-oleosum forte, Schering-Kahlbaum*) verwendet und als 
Ascorbinsiure-Priiparat Cevita, Chinoin; den Kontrolltieren gab ich Oleum 
pedum tauri, das Lésungsmittel des Progynons. Vor der Glykogenbestim- 
mung hungerten die Tiere 8 Stunden lang, erhielten dann per os auf je 100 g 
Kérpergewicht 0,75 g¢ Liivulose in 50°/, iger Lésung, wurden schlieBlich nach 
weiterem 6 stiindigen Hungern dekapitiert und mdglichst gut ausgeblutet. 
Die Leber wurde herauspriipariert und zerkleinert, davon ungefiihr 10 g ab- 
gewogen und in Zentrifugengliser (Jenaer Glas) gebracht, die ungefihr 
10 cem 60°/, iger Kalilauge enthielten und in einem schon vorbereiteten, 
siedenden Wasserbade standen. Bei der Bestimmung des Glykogengehaltes 
folgte ich im Prinzipe der von Pfliiger angegebenen Methode, mit dem 
Unterschiede, daB ich bei der Reinigung des Glykogen-Niederschlages nicht 
filtrierte, sondern den Niederschlag im Zentrifugenglas 3 mal hintereinander 
zur Lésung brachte, wieder mit Alkohol ausfillte und nach Stehenlassen 
neuerlich abzentrifugierte. Die eigentliche Bestimmung erfolgte nach der von 
Pfliiger empfohlenen Ausfiillung des Alkalialbuminates mit Salzsiiure durch 
Polarisation. (Verwendet wurde ein Lippichscher Halbschattenapparat, der 
die Ablesung von ein Hundertstel Grad erlaubte), 


Versuche. 


An 5 normalen Meerschweinchen wurde zuerst unter den- 
selben Versuchsbedingungen, unter welchen sich auch die iibrigen 
Versuchstiere befanden, der Glykogengehalt der Leber bestimmt. 
Im Mittel ergab sich ein Wert von 2,72°/,, der mit den Angaben 
der Literatur (2,5—3,0°/,) ttbereinstimmt. Im folgenden werden 
simtliche Angaben mit diesem Werte verglichen. 

I. Wirkung des Follikelhormons auf das Leberglykogen (‘I'ab. 1). 
Die Meerschweinchen dieser Versuchsreihe (12 Tiere) erhielten 
tiglich 0,2 com Progynon B-oleosum forte (10000 Benzoat-Kin- 
heiten) subcutan unter die Bauchhaut. Es wurde darauf geachtet, 
daB die Injektionen immer an anderen Stellen erfolgten, so daf 
auf diese Weise die Tiere die Injektionen sehr gut ertrugen und 
keine dauernden Infiltrationen auftraten. Die Bestimmung des 
Leberglykogens erfolgte nach 3, 6, 12, 32 und 39 Tage dauernder 
Verabreichung des Hormons. Der nach 3 tiigiger Verabreichung 


*) Fiir die Uberlassung der bei den Versuchen angewendeten, gréBeren 
Progynon-Mengen danke ich auch an dieser Stelle der Firma Schering-Kahl- 
baum in Berlin. 






Vilma Sz. Hermann, 





























Tabelle I. 


Glykogengehalt der Leber nach Verabreichung von Follikelhormon. 























Gewicht des Tieres 
—" Nr. in Glykogengehalt 
laglich subcutan g 
, des ‘Peano ee der Leber 
10000 B.E. Progynon | moro, | 2U eginn| am Ende in 
des Versuches 
3 Tage hindureh 1 307 | = 294 2,39 
2 307 | 294 | 2,56 
im Mittel 2,48 
6 ‘Tage hindurch 3 300 307 2,83 
4 278 | 285 ee 2.82 
im Mittel 2,83 
12 ‘Tage hindurch 5 610 610 4,14 
6 550 = —séB8T 8,25 
7 564 605 i809 
im Mittel 3,49 
32 Tage hindurch 8 517 496 4,33 
9 588 577 2,78 
10 545 495 Se ee 8,15 
im Mittel 3,60 
39 Tage hindurch 11 700 695 4,25 
12 537 530 «6,95 
im Mittel 5,60 











erhaltene Glykogenwert, 2,48°/, (Mittelwert von 2 Tieren) zeigt 
im Vergleich zum Normalwerte ein geringes Absinken. Vom 
6. Tage an steigt der Glykogengehalt der Leber betrichtlich 
und zeigt nach dem 6. Tage einen Wert von 2,83°/, (Mittel- 
wert von 2 Tieren) nach dem 12. Tage 3,49°/, (Mittelwert von 
3 Tieren), nach dem 32. Tage 3,60°/, (Mittelwert von 3 Tieren) 
und nach dem 389. Tage 5,60°/, (Mittelwert von 2 Tieren), was also 
in den betreffenden Zeitabschnitten einer Steigerung des Glykogen- 
gehaltes um 4, 28, 32. und 106°/, entspricht. Diese Ergebnisse 
stimmen mit den Angaben Zains‘®) iiberein, der bei kastrierten 
Ratten sogar den durch Thyroxin hervorgerufenen Glykogenschwund 
durch Verabreichung von Follikelhormon aufheben konnte. 

Ks muBte nun auch gepriift werden, ob nicht das Liésungs- 
mittel des Progynons selbst, das Oleum pedum tauri, den Glykogen- 
gehalt der Leber zu heben imstande ist, wie dies Zain) bei 


a ee ee oe a 


) Klin. Wsechr. 1987, 1351. 
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»eiblichen Ratten fiir ungesiittigte Fettsiiuren nachweisen konnte. 
iis wurden deshalb 7 Tieren tiglich durch 12 bzw. 32 Tage hin- 
durch 0,2 com Oleum pedum tauri subcutan verabreicht. (Tab. II). 


Tabelle II. 
Glykogengehalt der Leber nach Verabreichung von Oleum pedum tauri. 





hati! . Gewicht des Tieres ; 
liiglich subcutan Nr. in g Glykogengehalt 
0.2 cem des nas End der Leber 
. nm: zu Beginn am Ende ;, 
Qleum pedum tauri lieres g im */, 
des Versuches 

12 Tage hindurch 1 605 692 1,69 
2 637 TOT 2,85 
8 607 675 2,71 
im Mittel 2,42 
32 Tage hindurch 4 618 550 2,86 
D 495 500 3.77 
6 525 592 3,93 
7 D88 712 2,16 
im Mittel 38,18 











Nach dem 12. Tage zeigte der Glykogengehalt eine geringe Ab- 
nahme, 2,42°/, (Mittelwert von 3 Tieren), wihrend bei den mit 
Progynon behandelten Tieren im gleichen Zeitpunkte bereits eine 
28°/, ige Zunahme festgestellt werden konnte. Nach der 32. Injek- 
tion betrug aber der Wert schon 3,18°/, (Mittelwert von 4 Tieren), 
also ergab sich auch hier eine 17°/,ige Zunahme, die allerdings 
ceringer ist, als bei den Progynon-Tieren am gleichen Tage. Es 
kinn daher festgestellt werden, da das Oleum pedum tauri den 
Glykogengehalt der Leber bei Meerschweinchen hebt, doch tritt 
diese Steigerung erst nach liinger dauernder Darreichung auf, bleibt 
aber auch dann noch geringer, als bei den mit Follikelhormon 
behandelten Tieren. Interessant ist dabei die Tatsache, dab bei 
Verabreichung von Oleum pedum tauri das Kérpergewicht der 
Meerschweinchen in der Regel sehr stark zunimmt, wiahrend bei 
Progynon-Darreichung diese Zunahme viel geringer ist (nach der 
lz. Injektion), bzw. sogar Gewichtsverlust eintritt (nach der 
52. Injektion). 


II. Wirkung der Ascorbinsiure auf das Leberglykogen (‘l'al. III). 
5 Tiere dieser Versuchsreihe erhielten tiiglich 50 mg Cevita, 
1 ccm sterilem Wasser gelést, subcutan. Die Tiere ertrugen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 6 
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diese Injektionen schlecht und es traten hiufig blutig-serés: 
Ergiisse unter der Haut auf. Trotzdem zeigte sich im Glykogen 
gehalte der Leber eine sehr starke Vermehrung. Nach 12tigige 


Tabelle III. 


Glykogengehalt der Leber nach Verabreichung von Ascorbinsiure. 











Gewicht des Tieres Glyk halt 
j 7 ogengeha 
Tiiglich subcutan Nr. des in § illest 
; be . el der Leber 
50 mg Cevita Tieres | zu Beginn am Ende n 9 
in 
des Versuches = 
12 Tage hindurch 1 650 775 5,12 
2 827 875 1,81 
, 583 562 1,93 
im Mittel 2,96 
30 Tage hindurch 4 447 415 6,86 
9) 485 512 7,81 
im Mittel 7,34 











Verabfolgung von Ascorbinsiiure betrug er zwar nur 2,96°, 
(Mittelwert von 3 Tieren), nach 30tiagiger jedoch 7,34°/, (Mittel- 
wert von 2 Tieren), was im letzteren Falle einer 170°/ igen 
Steigerung entspricht. Dieses Ergebnis stimmt vollkommen mit 
den Erwartungen iiberein, da einerseits Stepp, Schréder und 
Altenburger’) nach intravenéser Verabreichung von Vitamin ( 
eine Senkung des Blutzuckerspiegels fanden und andererseits 
Asz6di und Mosonyi!®) zeigen konnten, daB nach Darreichung 


von Ascorbinsiiure eine vermehrte Insulinproduktion eintritt. 


III. Wirkung der gleichzeitigen Verabreichung von Follikelhormon 
und Ascorbinsaure auf das Leberglykogen (‘l'ab. [V). In dieser letzten 
Versuchsreihe (7 Tiere) erhielten die Meerschweinchen tiiglicii 
0,2 com (10000 B.E.) Progynon und 50 mg Cevita subcutan. Das 
Allgemeinbefinden der Tiere verschlechterte sich sehr bald auBer- 
ordentlich, die Meerschweinchen zeigten Mattigkeitserscheinungen, 
das Fell wurde struppig und an den Stellen, an welchen die 
Cevita-Injektionen erfolgten, traten blutig-serése Ergiisse aut. 
Auch die Widerstandsfahigkeit der Tiere war stark herabgesetzt, 
da nur 7 Meerschweinchen bis zur Glykogenbestimmung gelangten. 
wihrend 5 andere schon bedeutend friher eingegangen waren. 


Klin. Wsehr. 1935, 933. 1°) Klin. Wschr. 1937, 1214. 
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erdsi Tabelle IV. 
al Glykogengehalt der Leber 
S1ge pach gleichzeitiger Verabreichung von Follikelhormon und Ascorbinsiure. 
7 Tiglich subcutan —— a in Glykogengehalt 
(0000 B.E. Progynon - der Leber 
und 50 mg Cevita Tieres | zu Beginn am Ende in %, 
halt des Versuches 
; 6 Tage hindureh 1 232 265 2,94 
2 288 320 0,75 
im Mittel 1,85 
vn : i2 Tage hindurch 3 692 730 0,05 
193 SCE . wae = 2,86 
— 5 595 659 0,81 
_ im Mittel 1,06 
en 30 Tage hindurch 6 643 535 1,43 
18! | 7 470 417 2.36 
im Mittel 1,90 
96°), | 
littel: — ie Bestimmung des Glykogengehalts der Leber ergab ganz un- 
Jigen § ¢rwartete Werte. Obwohl nimlich Follikelhormon und Vitamin C, 
1 mit vetrennt verabreicht, jedes fiir sich allein zur Hebung des Glykogen- 
r uni sehaltes fiihrte, ergab sich bei gleichzeitiger Darreichung schon 
min fF ach dem 6. Tage eine Verminderung auf 1,85°/, (Mittelwert von 
rseits 2 Tieren), nach dem 12. ‘Tage auf 1,06°/, (Mittelwert von 3 Tieren) 
sheng und nach dem 30. Tage auf 1,90°/, (Mittelwert von 2 Tieren). 
it. Auf Grund dieser letzten Versuchsergebnisse kann man daher 
—_— annehmen, daf sich in diesen Versuchen Follikelhormon und 
ale Ascorbinsiure in ihrer M irkung gegenseitig aufheben. Diese Tat- 
selich sache scheint somit einen neuen Stiitzpunkt ftir den zwischen 
"ie Vollikelhormon und Vitamin C bestehenden Antagonismus zu 
salle. liefern. Ungeklirt bleibt aber noch jener Umstand, daB beim 
seein crBeren Teil der Tiere (bei 4 von 7) der Glykogengehalt der 
a. Leber tief unter den normalen Wert sank. Diese Erscheinung 
r ee (iirfte vielleicht als Folge des hochgradigen Verfalles angesehen 
ae werden kénnen, welchen auch Székessy?!) in unserem Institut bei 
iy 0 cichzeitiger Verabreichung von Follikelhormon und Ascorbin- 
ml siure bei Meerschweinchen beobachten konnte. Es trat niimlich 


'!) Diese Z. 250, 175 (19387). 


6 * 








S4 Vilma Sz. Hermann, Wirkung des Follikelhormons usw. 


in diesen Fillen schwere Aniimie mit gesteigerter Regeneratio. 
auf. Zur Kliirung dieser Erscheinung sind weitere Versuche in 


Gange. 





Zusammenfassung. 

1. Bei tiglich erfolgender, subcutaner Verabreichung vo 
Follikelhormon (10000 B.E. Progynon) steigt der Glykogengehal 
der Leber von Meerschweinchen nach einem anfinglichen, gering 
fiigigen Absinken vom 6. Tage an betriichtlich. 

2. Bei Verabreichung des Lisungsmittels des Hormonpriparate: 


(Oleum pedum tauri) konnten dieselben Veriinderungen — anfang- 
liches Absinken mit darauffolgender Zunahme des Glykogen- 
gehaltes — bheobachtet werden, doch tritt hier die Steigerung 


bedeutend spiiter und nur in geringerem Ausmafe auf, als bei det 
mit Progynon behandelten Tieren. 

3. Die subcutane Verabreichung von 50 mg Ascorbinséur 
bedingt eine hochgradige Steigerung des Glykogengehalts. 

4. Bei gleichzeitiger Darreichung von Follikelhormon und 
Ascorbinsiiure sinkt der Glykogengehalt der Leber. 


Berichtigung 
zu I. Banga, Diese Z. 249, 200 (1937). 
S. 204, Uberschrift der letzten Spalte lies: 100 y statt 100 g: 
zu I. Banga, Diese Z. 249, 205 (1937). 


S. 208, Zeile 9 bis 15 lies: emm statt ccm. 
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Einwirkung von Licht auf Porphyrine. 
(I. Mitteilung.) 


Ubertiihrung von Atio-porphyrin I in bilirubinoide Farbstoffe. 


Vou 
Hans Fischer und Karl Herrle. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1937). 


Bei Anwesenheit von Sauerstoff sind die Porphyrine nicht 
yollkommen lichtbestiindig. Beim 1,3,5,8-Tetramethyl-2, 4-dipro- 
penyl-6, 7-dipropionsiiure-porphyrinester hatten wir ein neues Oxy- 
dationsprodukt beobachtet, jedoch ist seine Konstitutionsaufkliirung 
noch nicht gelungen'), Neuerdings haben wir diese Belichtungs- 
versuche auf verschiedenartigen Wegen wieder aufgenommen und 
erhielten aus Porphyrinen bei Gegenwart von Natrium—Alkoholat 
ausgezeichnete Ergebnisse. Vor allen Dingen wurde das leicht 
zugingliche Atio-porphyrinI (I) untersucht und in Pyridinlésung 
nach Zugabe von Natrium—Athylat in geringem UberschuB, wobei 
\omplexsalz-bildung eintritt, belichtet’). Schon nach wenigen 
Minuten beobachtet man neben dem Komplexsalz-spektrum, das 


H,C--——— C,H; H,C— —C,H, 
le , CH a. 
N NH \ 
[ HC CH 
\ NH N / 
Fan CH 2h 
H,C.— —CH, H,0,— CH, 


dem ,sauren“ Porphyrin-Spektrum sehr iihnlich ist, einen neuen 
\bsorptionsstreifen bei 636 uw und Umschlag der roten Farbe 
der Liésung iiber Blau nach Griin. Die Anwesenheit von Sauer- 
stoff ist notwendig. In Stickstoffatmosphiire trat keine Kinwirkung 


ein. Die naihere Untersuchung ergab das Vorliegen einer Reihe 


1) H. Fischer u. M. Diirr, Liebigs Ann. 501, 112 (1933). 

2) Kin Kaliumsalz des Atioporphyrins von analogem spektroskopischen 
lsefund wurde bereits von H. Fischer u. W. Neumann dargestellt, Liebigs 
‘nn, 494, 231 (1932). 
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von Kérpern, die durch Salzsiure-Fraktionierung und Adsorptions 
analyse mit Hilfe von Aluminiumoxyd getrennt werden konnter 
Bis jetzt wurde in schén krystallisiertem Zustand ein Porphyri: 
mit 5—6 Sauerstoffatomen erhalten, das auch auf anderem Wege — 
durch Belichtung der Pyridinlésung des Atio-porphyrins — isolie: 
werden konnte und iiber das demniichst mit Herrn Dipl.-Ing 





Vig. 1. Fig. 2. 





Bock niihere Mitteilung erfolgt. Weiter trat auf Atio-glaukobilin 
(Fig. 1) folgender Konstitutionsformel (II): 

H,C--—-GH, H,C-—-CG.H, H.C, -C,H, H,C~—-C,H, 
Hi cH——_}_CH——+._y,_CH—.._-0H 
N NH IT ° N N 

Dieses wurde durch positive Gmelinsche Reaktion und dure! 
Analyse und Eigenschaften identifiziert, auch gab es — genau 
wie alle Glaukobiline — mit Jod dehydriert, ein rot fluore- 
scierendes Zinksalz'!). Damit ist zum ersten Male ein Porphyrin 
auf chemischem Wege in einen Gallenfarbstoff tibergefiihrt, eine 
Reaktion, die ein besonderes Interesse auch deshalb bietet, weil 
die Bedingungen der Uberfiihrung so schonend sind, daB immerhin 
auch eine analoge, biologische Ubergangsméglichkeit in Betrach' 
gezogen werden kann, wenn auch bis jetzt nur bei komplexen 
Kisensalzen die Uberfiihrung in Gallenfarbstoffe méglich war?). 

Auf chemischem Wege konnten weitere Produkte krystalli- 
siert isoliert werden, die ein niiheres Licht auf den Spaltungs- 
mechanismus werfen. Es konnte ein rotes Keton von der Forme! 
C,,H,,O,N, isoliert werden (Fig. 2), dem auf Grund der Analyse 
') Niheres vgl. Fischer-Orth, Die Chemie des Pyrrols II, S. 632. 
*) Ebenda, S. 628—630. 
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der freien Verbindung, sowie des gut krystallisierten Kupfer- 
complexsalzes, wahrscheinlich folgende Formulierung zukommt (III): 





H,C- C,H, H,C--—~-C,H, H,C-—(-C,H, H,C- -C,H, 
| [ | : zz | 
HO-. +—cH——_)—-co—-.__ p=—-cu—_,_-0 
N NH lll N N 


Kin &hnlicher Kérper von der gleichen Zusammensetzung 
‘urde schon frither beobachtet?), scheint aber nicht mit diesem 
identisch zu sein, es sei denn, daB die erheblichen Unterschiede 
wischen den beiden Kérpern durch Isomerie bedingt wiren. 

Als Sitz des dritten Sauerstoffatoms nehmen wir die ms-Stellung 
in, weil als weitere Produkte die auf 8.88 wiedergegebenen 
yrromethene auftreten. Es wiire also ein Keton aus ,,Atio-neo- 
xanthomethen und Atio-iso-neo-xanthomethen“. Die synthetische 
Bearbeitung solcher und analoger Ketone ist im Gange. Interessant 
ist bei diesem Keton die leichte Reduzierbarkeit mit Natrium- 
amalgam zu einem Korper, der die Khrlichsche Reaktion intensiv 
gibt. Vielleicht handelt es sich um Atio-mesobilirubinogen. 

Mit Zinkstaub oder Natrium-hydrosulfit entsteht ein gelber 
Farbstoff mit positivem Gmelin. Ob es sich um Atio-mesobili- 
rubin handelt, muB noch festgestellt werden. Bemerkenswerter- 
weise gibt das Keton noch ein der Gmelinschen Reaktion ihn- 
liches Farbenspiel, und es mub 
deshalb beim Zustandekommen der t / be S | 
Gmelinschen Reaktion auch das | 
Kntstehen solcher Ketone bzw. 
sauerstoftreicher Koérper als még- 
lich mit in den Kreis der Be- 
irachtungen gezogen werden. Das 
farbenspiel des Ketons muf dann 
in &bnlicher Weise wie bei der 
(+melinschen Reaktion der bili- 
rubinoiden Farbstofie durch Dehy- 
drierungen bedingt sein. Auch zur 
\omplexsalzbildung ist das ,,Keton“ 
nstande. Es gibt ein gut krystallisiertes Kupfersalz (Fig. 3 

Endlich konnte noch ein 2 kerniges Abbauprodukt oaitin 
erden, und zwar ein Kérper von der Zusammensetzung C,,H,,O,N,, 
ler hochstw ahrscheinlich aus einem Gemisch der Aldehyde folmender 
onstitution besteht (LV und V): 





HL Pisses u. E. Adler, Diese Z. 206, 189 (1932). 
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H,C Ch, iia~~Qh, mac- -C,H, H,C--—-0,H, 
| 


HO-. CH lL JLexo OHC —. CH {Lon 
N IV NH N V NH 

Analyse und Kigenschaften bewiesen die Zusammensetzuny 
Der Formylrest wurde durch Kondensation mit Atio-neoxantho 
methen erkannt, wobei Atio-glaukobilin erhalten wurde. 

Die Verbindung kuppelt momentan mit Diazobenzolchloric 
zu einem schénen, violetten Azo-Farbstoff. An synthetischen 
Material soll diese Reaktion niiher gepriift werden. Die Tat- 
sache der Kupplung wirft die Frage auf, ob die Kupplungsreaktio: 
beim Bilirubin und seinen Derivaten nicht an der NH- oder OH- 
Gruppe stattfindet, falls nicht bei obiger Kupplungsreaktion Ab 
spaltung des Formylrestes eintritt. 

Was nun die Spaltungsreaktion selbst betrifit, so tritt, wi 
schon eingangs mitgeteilt, zuerst ein sauerstoffhaltiger Kérpe 
mit Porphyrineigenschaften auf, der vermutlich ein Peroxyd 
folgender Formulierung darstellt (V1). Die Aufnahme von Sauer- 
stoff ist an mehreren Methingruppen anzunehmen. 

OH 


C,H, 0 HsC> i, 


| | | 
LN Il 
N N 
VI H 
Dieser isomerisiert sich dann unter dem weiteren Einfluf 
von Licht unter Ringspaltung und Abspalten von Sauerstoff zu 
einem Kérper folgender Formulierung (VID, der also gleichzeitig 


Hay C,H, eae idle H,C —C,H; H,C- -C,H 
HON 7 CH YZ CH —. =ACH ey, 7/00 
N N N N 

H Vil H Ov 


einen Hydroxylkérper und ein ketenartiges Gebilde darstellt. Die 
—C—C-Bindung diirfte sehr reaktionsfiihig sein und durch Addition 
von Sauerstoft unter Kohlensiiureabspaltung eine Ketogruppe geben. 
die unter Isomerisation in die 2. Oxy-Gruppe des Glauko-bilins 


iibergeht (XIII und IX). 





iC. -—— <a. H,C- ~C,H. H,C -C,H, io.-——-0,5 
| | | | | | 
: N N N / 
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OH, HL r‘ 1H,  H,C-——-C,H, H,C-=—=-C,H, H,C7~ GH, 
| 
) HO ! | i | | . 
OH HO CH a CH a CH ~ 7-0H 
N N N 
¥ 

Aun i 
itho Nimmt man diesen Reaktionsmechanismus an, so hat man 

uch eine Erklirung fiir das Auftreten eines Formylrestes. Man 
lorid =§ kann wohl annehmen, daB Formulierung VII sich weiter isomeri- 
shen sieren kann zu einem Aldehyd entsprechend folgendem Schema (X) 
Tat- lie linke Hilfte des Molekiils ist weggelassen). 
tio HT, —C,H. H,C- —C,H, H.C C,H, H.C -C,H, 
Ab. ie i CH m= - =v CH ~ 7 CHO 

. NA N N 
H F 

Wit eupnenes ee X 
rper 
Oxyd Tritt die gleiche Reaktions-Folge noch an einer zweiten 
auer- Methin-Briicke ein, so ist Gelegenheit zur Entstehung von zwei- 


kernigen Pyrrelverbindungen gegeben, wobei intermediiir ein Pyrro- 
methen-dialdehyd auftreten kénnte, der dann halbseitig seinen 
ormylrest durch Hydrolyse verliert. Die gebildete freie Methin- 
(rruppe wird dann zur OH-Gruppe oxydiert. 

Nimmt man die Bildung des Dialdehyds an, so muB natiir- 
lich gleichzeitig 1 Mol Dioxy-pyrro-methen gebildet werden. Dioxy- 
pyrro-methene sind durch Unstabilitaét ausgezeichnet und nicht 


nflub leicht zu isolieren. Im iibrigen ist bis jetzt, wie aus den Aus- 
ft zu tiihrungen im Versuchsteil hervorgeht, eine Reihe von Neben- 
Zell g produkten noch nicht isoliert, bzw. identifiziert. 
‘YW . + ‘ . » qe . ° 
CH Auch die Keton-Bildung, die freilich noch nicht bewiesen 
|< of— ist, kénnte vom Peroxyd aus glatt erklirt werden. Hier brauchte 
Pe { J o 
‘i nur die Abspaltung von Wasser nach Isomerisation entsprechend 
00 tolgendem Schema angenommen zu werden (XI): 
Die 
— H,C- -C,H, 4H,C- -, We- -C,H, H,C-, C,H, 
lition | | ae | ms : | | 
eben. ei al - ~ age ~_,™ , - C H- Ps 
pilins xr N 6 N N QO 
He 
an Hi OH OH 
Q ; C, H,C- —C,H. 
es H,C Hi, Cc i , 
ed > aa e == 
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Vielleicht sind ahnliche Reaktionen beim Ubergang von Blut 
farbstoffen in Gallenfarbstoffe in Betracht zu ziehen, wenn auc! 
hier wahrscheinlicher die direkte Bindung von Sauerstoff durc! 
Nebenvalenzkriifte in Frage kommt, was natiirlich auch bei obige 
Lichtreaktion in Betracht kommt. Durch die Beladung mi 
Sauerstoff kann man sich dann schon eine Lockerung der C=C-Bin 
dungen des Hiimin- bzw. Porphin-systems in «-Stellung vorstellen. 
so daf vielleicht eine direkte hydrolytische Aufspaltung zu einen 
Aldehyd mit 4 Kernen und einer freien Methin-Gruppe méglic! 
ist (XITI). 

Ks tritt nun Wanderung eines Wasserstoffatoms der Methylen 
Gruppe gegeniiber dem Formyl-Rest an die ms-Methin-Gruppe 
ein und dadurch Bildung der Methylen-Gruppe des Bilirubins (XLV). 
Dann erfolgt Oxydation der nunmehr vorhandenen, freien Methin- 
Gruppe zur Hydroxyl-Gruppe sowie der durch hydrolytische Ab- 
spaltung des Formyl-Restes entstandenen (XV). Es ergeben sich 
folgende Formulierungen: 



























H,C- ~CH=CH, H,C--——_, -CH=CH, 
H, O ; mm 
I~ CH N74 
/ N or NH 
HC 3 8 CH 
\ NH y N | 
: aillie ( 7 | Ye 
H,C- ~CH, CH,- -CH, 
Xi CH, CH, 
(Proto-porphyrin) | | 
COOH COOH 
H,C CH=CH, H,C- FPS. PS 5 08, 1.C- ~CH-Ch & 
| | 
: ' ‘ ' iE 
OHC-\_ a CH — Co-_—_ Ja, 
HOH N N K N N / 
H, A \ H / 
lieieentemcete “waar hs a eae 
H,C- -CH=-CH, H,C--—-~-PS. a Bw. ~CH-CH, 
| | | 
’ | . | ' | 
H- RP CH 2-H 
N N N N 
H XIV H 
H,C-, -CH-CH, H,C-- ;-PS.  PS-~-—-CH, H,C-=—=-CH-CH, 


| 
| YE i | > ; | 
Ht ) ie, ; CH * £ is ee ~~ CH oe 
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H.C- oe H,C-——-P8.  PS--——-CH, HC; — ——, 
N N N N O 
H H 


XVI_ (Bilirubin). 


Nimmt man als erstes Reaktionsprodukt oder Zwischenprodukt 
iliverdin an, so wiirde eine einfache Anlagerung von einem Mol Sauer- 
toff an eine C=C-Bindung im Sinne folgender Formulierung (X VII) 


H, CH=CH, H,C-———,CH=CH, H,C, CH=CH, H,C-——-CH-CH, 
I oe | II | a2 Hl I 
ee: ee aa —( Oo=C-'—! i, 
SZ ae ag ing aa 
N N N HOH N 
. aceaeed meat H XVII H 


und Spaltung des Peroxyds an dieser Stelle geniigen, um einen 
vierkernigen* Oxy-Aldehyd zu erzeugen. Der weitere Ubergang 
yam Biliverdin wiirde dann — wie oben geschildert — durch 
Hydrolyse des Formylrestes und Oxydation der freien Methin- 
Gruppe zur Oxy-Gruppe erfolgen. Diese Erklirung erscheint fiir 
den biologischen Ubergang von Blut- in Gallenfarbstoff die 
wahrscheinlichste und wiirde eine erhebliche Stiitze erfahren, wenn 
eine Formylverbindung mit 4 Pyrrolkernen fabbar sein sollte; 
fir den im Reagenzglas stattfindenden Vorgang kommt sie 
jedoch nicht in Frage. Denn — wie schon hervorgehoben — tritt 
als erstes Reaktionsprodukt ein Koérper mit 6 Sauerstoffatomen 
auf, der noch Porphyrinspektrum besitzt, was unméglich ist, wenn 
die Konjugation der Doppelbindungen durch die Sauerstoffanlage- 
rung verloren gegangen ist. 

Auf Grund der heutigen Forschungsergebnisse ist ja an sich wahr- 
scheinlicher, daB die Porphyrinstufe biologisch als Zwischenprodukt nicht 
auftritt, sondern vom Hiimin aus direkt der Ubergang in den Gallenfarbstoft 
erfolgt. Hierfiir gelten natiirlich sinngemiB die gleichen Ausfiihrungen. 

Aus der Pathologie ist bekannt, daB die Himatoidin-Bildung, 
also die Umwandlung von Blut- in Gallenfarbstoff, ausschlieBlich 
i Abwesenheit von Sauerstoff erfolgt, was scheinbar unseren Aus- 
‘iihrungen widerspricht. Die Abwesenheit von molekularem Sauerstoft 
ist wohl deshalb notwendig, weil Fe im Blutfarbstotf auberordent- 

h stabil ist und erst nach Ubergang in die 2 wertige Form eine 
l.abilisierung eintritt. Der weitere Umbau bzw. Abbau erfolgt dann 
durch die im Gewebe vorhandenen Oxydations-Fermente. Natiirlich 
‘st am Porphinsystem eine Hydrolyse an zwei Methin-Gruppen 

nkbar, wodurch wie oben neben den Oxy-methenen Dioxy- 
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methene gebildet werden, die auf Grund unserer Untersuchungen 
die Pentdyopent-Reaktion geben, bzw. dem Pentdyopent sehr nah 
stehen. Man kann also mit dem gleichen Reaktionsmechanismu 
auch die Bildung von Pentdyopent erkliren. 

Selbstverstiindlich wird die Reaktion auf alle Porphyrine, 
auch auf die Chlorophyll-porphyrine, sowie auf Chlorine, Phorbide 
und Bilirubinoide, iibertragen. Beim Proto-porphyrin hoffen wir zu 
Bili-verdin zu gelangen, wenn auch die ungesittigten Seitenketten 
vielleicht hier Schwierigkeiten bereiten. Absichtlich wurde dic 
Reaktion beim Atio-porphyrin I bearbeitet — und wird auch noch 
weiter bearbeitet —, weil hier wegen der gesittigten Seitenkettei: 
und des symmetrischen Baues bei der Aufspaltung die wenigsten 
Komplikationen bei Angriff an verschiedenen Methin-Briicken 
gegeben sind. 

Versuche, 

Photochemischer Abbau von Atio-porphyrin. Der photochemische 
Abbau von Atio-porphyrin wird in gréBerem MaBstabe zweckmiBig wie 
folgt durchgefiihrt: - 

Zu der Lésung von 2g Atio-porphyrin in 4 Liter Pyridin gibt man 
eine 10°/, ige Natrium-iithylat-Lésung, bis alles Atio-porphyrin als Komplex 
salz vorliegt, was spektroskopisch leicht an dem Auftreten eines ,,sauren‘ 
Porphyrin-Spektrums zu erkennen ist. Spektrum: 

I. 595,5—587,4; II. 570,0—541,0; Knd-Abs, 445,3. 
591,4 555,5 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I. 








Man gibt nochmals die gleiche Menge Athylat zu und leitet dann die 
Lésung durch eine gliserne Hohlschlange, deren Windungen um eine 
500 Watt-Soffitten-Lampe fiihren. LBeim Durchlaufen der Schlange fiirbt 
sich die rote Lésung zuniichst blau, dann griin, wobei eine starke Vertiefung 
der Farbintensitiit eintritt. Das Spektrum des Atio-porphyrin—Natrium- 
Komplexsalzes wird schwiicher, gleichzeitig tritt eine neue Absorptions- 
bande bei 636 mu auf. Die Strémungsgeschwindigkeit wird so gewiihlt, 
daB nach dem Durchlaufen der Schlange ein optimaler Umsatz erreicht 
ist. ZweckmiéBig strebt man keinen quantitativen Umsatz des Atio-porphy- 
rins an, da die entstehenden Bilirubinoid—Natriumsalze ihrerseits bei weiterer 
Belichtung wieder zerstért werden. 

. Die belichtete Lésung wird im Vakuum stark eingeengt, in 3 Liter 
Ather gegossen (Farbumschlag nach Rot infolge Hydrolyse der Natrium- 
salze) und der Fraktionierung mit Salzsiure unterworfen. Mit 7°/)iger Salz- 
siiure wird zuniichst unveriindertes Atio-porphyrin abgetrennt. Dann wird 
init 12—15°/, iger Salzsiure ein neues Porphyrin ausgezogen und in frischen 
Ather iibergefiihrt. Die iitherische Lésung wird nach dem iiblichen Waschen 
und Trocknen eingeengt, wobei Krystallisation erfolgt. 6eckige, meist zu 


) Diese Z. 246, 43 (1937). 
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derben Agglomeraten verwachsenen Tafeln. Die Substanz zersetzt sich bei 
20° ohne zu schmelzen. Zur Analyse wurde aus Pyridin umkrystallisiert. 


3,196 mg Subst. (80° i. V. getr.): 7,929 


mg CO,, 1,827 mg H,0O. 


2.604 mg Subst.: 0,249 cem N, (23°, 719 mm). 


CypHygO5N, (58,3) 
Cup HygOgN, (574,3) 


Ber. C 68,78 H 6,86 N_ 10,038 
» » S686 , 68T , %15 
Gef. ,, 67,66 , 6,40 ,, 10,48. 


Das Spektrum zeigt Atiotyp, doch sind die beiden Blaubanden gegen- 
iiber denen des Atio-porphyrins nach Rot verschoben. Spektrum in Pyridin- 


Ather: 


I. 


IV. 510,9—491,9; 


621,7 


(max.); 





501,4 





Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, II, I. 


581,6...567,1 (max.); III. 540,0—530,8; 

End-Abs. 439,4. —— 
Analyse, Spektrum, sowie Verhalten beim Schmelzen stimmen mit 
H. Fischer und H. Bock auf anderem 


aden 


Eigenschaften 


eines von 


Wege erhaltenen Porphyrins iiberein '). 
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Fig. 





4. 


Die nach dem Abtrennen dieses Porphy- 
rins verbleibende iitherische Lésung ist durch 
Bilirubinoid - chlorhydrate tiefblau  gefiirbt 


I braunbis ynd enthiilt ein kompliziertes Gemisch von 


violett 


II gelb 


III blau 


IV weinrot 


V_ bilau 


VI hellrot 


1) Unverdffentlicht. 


Farbstoffen. Mit 20—25 °/,iger Salzsiiure lassen 
sich diese zum Teil ausziehen, was jedoch fiir 
ihre Trennung keine Vorteile bietet. Die iithe- 
rische Lésung wird deshalb sofort neutral ge- 
waschen (Farbumschlag nach Rot) und stark 
eingeengt. Bei lingerem Stehen der ein- 
geengten Loésung erfolgt hiiufig in geringem 
Umfange Krystallisation. 

Die weitere Aufarbeitung erfolgt mit Hilfe 
der chromatographischen Adsorptions- Analyse. 
Das Farbstoff-Gemisch wird aus der itherischen 
Lésung an Aluminiumoxyd adsorbiert und mit 
Ather entwickelt. Die Ausbildung des dabei ent- 
stehenden Chromatogramms ist bei verschie- 
denen Ansiitzen hiiufig recht verschieden. Im 
allgemeinen ergibt sich jedoch ungefiihr neben- 
stehendes Bild (Fig. 4). Es ist zu bemerken, 
daB die angegebenen Schichten hiiufig nicht 
einheitlich zusammengesetzt sind, sondern 
ihrerseits wieder Gemische darstellen. Durch 
nochmaliges Chromatographieren, sowie durch 
Umkrystallisieren konnten jedoch die nach- 
folgend beschriebenen Farbstoffe rein erhalten 
werden. 
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Schicht II. Die gelbe Schicht Il wurde mit Methanol erschépfen | 
aus der Hiilse extrahiert und die erhaltene Lésung stark eingeengt. B:i 
lingerem Stehen erfolgt Krystallisation. Der Farbstoff wurde durch noc). 
maliges Chromatographieren weiter gereinigt und dann mehrmals av: 
Methanol und Ather umkrystallisiert. Hellgelbe Nadeln vom Festpunkt 15) 


bis 190°. 

4,310, 4,559 mg Subst. (70° i. V. getr.): 11,100, 11,800 mg CO,, 2,800, 
2,975 mg H,O. — 4,398 mg Subst.: 0,606 mg H,O. — 2,760, 3,109 mg Subst. : 
0,264 (21°, 709 mm), 0,294 (21°, 711 mm) cem N,. 

C,«H,,O,N, (272,2) Ber. C7054 H7,42 O11,76 N 10,29 
Gef. ,, 70,24  ,, 7,27 ,, 12,24 ,, 10,86 
gg 10,59, 7,80 a ,, 10,27. 


Der KG6rper zeigt in seinen physikalischen und chemischen Eige: 
schaften groBe Ahnlichkeit mit Atio-neo-xantho-methen Der Misch 
schmelzpunkt mit 4,3’- Dimethy]-3, 4’- diithyl-5-oxy-pyrromethen [197° ')} gibt 
auffallender Weise keine Depression. Mit Ehrlichs Reagens tritt in der 
Hitze die fiir Kérper vom Typ der Neo-xantho-bilirubinsdure charakteristische 
Griinfiirbung und ein zweibandiges Spektrum im Rot auf. Die Gmelin- 
sche Reaktion ist negativ. Die Reduktion der alkalischen Lésung mit 
Natrium - hydrosulfit (Pentdyopent-Reaktion) verliuft ohne Befund, wird 
aber positiv, wenn man den Farbstoff vorher mit Wasserstoffsuperoxyd in 
ammoniakalischer Lésung bis zur Farblosigkeit oxydiert. Der dann mit 
Hydrosulfit entstehende rote Farbstoff zeigt bei 524 mu eine starke Ab- 
sorptionsbande. Die Verbindung kuppelt ferner wie Atio-neo-xanthosiure 
mit Phenyl-diazonium-chlorid unter Bildung eines violetten Azofarbstoffs. 

In Athylalkohol—-Chlorwasserstoff kondensiert die Substanz leicht mit 
Atio-neo-xantho-methen unter Bildung von Glaukobilin, identifiziert durch 
positive Gmelinsche Reaktion und durch das rotfluorescierende nach der 
Dehydrierung mit Jod entstehende Zinksalz. 

Schicht III. Der in der blauen Schicht III adsorbierte Farbstoff 
wurde mit Ather extrahiert und durch Einengen desselben zur Krystalli- 
sation gebracht. Die weitere Reinigung erfolgte durch mehrmaliges Um- 
krystallisieren aus Ather-Methylalkohol. Man erhiilt so verwachsene Prismeu 
(Fig. 1) vom Schmelzp. 238° (a. Block). 

0,685 mg Subst. (80° i. V.): 1,885 mg CO,, 0,475 mg H,O. 

C,,H;,0,.N, (498,3) Ber. C 74,65 H 7,69 
Gef. ,, 75,0 yy tgt@o 





Die Gmelinsche Reaktion ist positiv und verliuft iiber die Stufen 
griin, blau, violett, rot nach Gelb. Mit Zinkacetat und Jod erhilt man in 
Alkohol ein blaues, prachtvoll rot fluorescierendes Zinksalz. Spektrum: 

I. 641,5—618,8; II. 584,5—572,5; End-Abs. 429. 

630,2 578,5 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 

Schicht IV. Die weinrote Schicht IV wird mit Ather extrahiert 
die Lésung eingeengt und der Farbstoff zur Krystallisation gebracht. Er wir 








') H. Fischer und E. Adler, Diese Z. 210, 156 (1932). 
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uuirch nochmaliges Chromatographieren weiter gereinigt und dann mehr- 
als aus Methanol umkrystallisiert. Derbe, goldglinzende Prismen (Fig. 2). 
Schmelzp. 244° (a. Block). 

5,045 mg Subst. (70° i. V. getr.): 13,450 mg CO,, 3,165 mg H,O. — 
3,658 mg Subst.: 0,404 mg H,O. — 2,527 mg Subst.: 0,248 cem N, (22°, 
722 mm). 

C;,H,,03N, (512,3) Ber. C 72,61 H 7,09 0 9,837 N 10,93 

Gof. ,, 72,71 ,, 7,02 ,, 9,81 ,, 10,79. 

Der Farbstotf lést sich mit prachtvoll violett-roter Farbe leicht in 
allen Lésungsmitteln auBer in Petrolither. Spektrum in Chloroform: 

I. ...574,7—554,9...; IL. ...530,0—514,0...; End-Abs. 414. 

564,8 522.0 

Reihenfolge der Intensititen: I, II. 








Mit Salzsiure bildet der Farbstoff ein blaues Chlorhydrat. Spektrum 
in Chloroform: 


[. ...646,0—627,5...; II. ...588,0—474,0...: _End-Abs. 403. 
636,8 581,0 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 








Die Gmelinsche Reaktion ist abgekiirzt und verliuft iiber die 
Stufen blau, violett,. rot nach Gelb. In wibrigem Methylalkohol laBt sich 
der Farbstoff mit Natrium-Amalgam bis zur Farblosigkeit reduzieren und 
gibt dann mit Ehrlichs Reagens intensive Violett-Firbung. Bei der 
Reduktion mit Zinkstaub oder Natrium-hydrosulfit in Eisessig erhilt man 
einen gelben Farbstoff, der die vollstiindige Gmelinsche Reaktion gibt. 
Bei der Kinwirkung von Hydroxylamin erhilt man einen gelben Farbstoff, 
der durch verdiinnte Siuren wieder in das Ausgangsmaterial iibergefiihrt 
wird. Mit Zinkacetat erhilt man ein blaues Zink-Komplexsalz, das keine 
Fluorescenz zeigt. Spektrum in Alkohol: 


I. ...659,5—638,5...; II. ...601,4—587,3...; End-Abs. 425. 
649,0 694,4 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 








Kupfer-Komplexsalz. Etwa 20mg des roten Farbstoffs werden in 
Alkohol gelést und mit etwas Kupferacetat schwach erwiirmt bis die Farbe 
nach Griin umgeschlagen ist. Die Lésung wird nun in 2 Liter Ather ge- 
gossen, Sprit und iiberfliissiges Kupferacetat durch Waschen mit Wasser 
entfernt und der Ather dann eingeengt. Schon wihrend des Einengens 
erfolgt Krystallisation in Oktaedern. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
aus Aceton erhilt man blauschwarze Prismen (Fig. 3). Schmelzpunkt nicht 
unter 340° 

4,816 mg Subst. (80° i. V.): 11,460 mg CO,, 2,610 mg H,O, 0,660 mg 
CuO. — 3,544 mg Subst.: 0,313 cem N, (24°, 724 mm). 


C;,H,,0,;N,Cu (573,9) Ber. C 64,82 H 5,98 N 9,76 Cu 11,08 
Gef. ,, 64,90 ,, 6,06 ,, 9,67 ,, 10,95. 


Das Kupfersalz zeigt kein Spektrum. Durch verdiinnte Siiure wird 
es unter Regenerierung des Ausgangsmaterials gespalten. 
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Schicht VI. Aus Schicht VI wurden mit Ather ein roter Farbsto: 
extrahiert. Mit Zinkacetat liefert er in Alkohol ein griines Zinksalz 1:1 
intensiv roter Fluorescenz. Spektrum: 

I. 639,6—610,8; II. 583,2—567,0; End-Abs. 434. 

630,2 575,1 

teihenfolge der Intensitiiten: J, II. 

Die iibrigen Schichten des Chromatogramms wurden bis jetzt no 
nicht niiher untersucht. 











Aus der itherischen Lisung des durch Belichtung erhaltenen Far))- 
stoff-Gemisches wurde bei einigen Versuchen die Hauptmenge der Farb 
stoffe mit 20—25°/, iger Salzsiiure ausgezogen. Im Restiither verblieb ein 
orange-gelber Farbstoff, der nach weiterer Reinigung durch Chromato 
graphieren aus Ather in schénen Nadeln krystallisierte. Die Lisung besitzt 
kein Spektrum, lediglich eine Beschattung im blauen Teil des Spektrums. 
Die Reaktion mit Ehrlichs Reagens verliiuft negativ. Mit Gmelins 
Reagens tritt nacheinander Rot- (Salzbildung), dann Gelbfiirbung ein. Bei 
Zugabe von Zinkacetat zu der alkoholischen Lésung des Farbstoffs erhalt 
man eine schmutzige Gelbgriinfiirbung und griine Fluorescenz. Die Lésung 
besitzt eine verwaschene Absorptionsbande bei 595 mu. 


Zum Studium der vorliegenden photochemischen Reaktion wurden 
noch folgende Versuche durchgefiibrt: 

Pyrroporphyrin-Kupfer- und Zink-Komplexsalz und Pyrroporphyrin 
Himin wurden in Pyridin mit und ohne Zusatz von Natriumiithylat be 
lichtet. Keine Verinderung. 

Ferner wurde eine Liésung von Atio-porphyrin in Pyridin statt mit 
Natriumithylat mit Lithium- bzw. Kaliumiithylat versetzt und dann belichtet | 
In beiden Fallen wurden schlechtere Ausbeuten erhalten als mit Natriumithylat. | 

Um den EinfluB der Wellenliinge des verwandten Lichtes auf die 
Reaktion zu ermitteln, wurde parallel in Licht einer Hanauer Quarzlampe 
und einer 40 Watt-Gliihlampe gearbeitet. Die Reaktionsgeschwindigkeit 
war im ersten Fall bedeutend geringer. 

In einem weiteren Versuch wurde der EinfluB8 des Sauerstoffs auf 
die Reaktion untersucht. Es wurde einmal unter Einleiten von Sauerstof, 
im anderen Fall unter Einleiten yon Stickstoff in die Lésung belichtet. In 
ersten Fall verliuft die Reaktion sehr rasch unter Bildung von haupt 
siichlich gelben Reaktionsprodukten. Beim Arbeiten unter Stickstoff trat 
iiberhaupt keine Veriinderung ein. 


Darstellung von Atio-porphyrin-Natrium-Komplexsalz. 100 mg 


Atio-porphyrin werden in méglichst wenig Benzol heif gelést und mit ; 
einer Natriumiithylat-Loésung versetzt. Die Lésung firbt sich intensiy \ 
violettrot und alsbald fiillt das Atio - porphyrin — Natrium - Komplexsalz 

als hellroter Niederschlag aus. Es ist fast unléslich in Benzol, ver 


hiltnismiBig leicht léslich in Ather und Aceton, leicht liéslich in Pyridin. 
Dabei tritt jedoch teilweise Spaltung unter Riickbildung von Atio-porphyrin 
ein. Durch Wasser, auch durch Alkohol, wird es rasch zersetzt. Versetzt 
man die iitherische Lésung mit etwas Methanol, so schligt die zuerst violet 
rote Farbe nach ziegelrot um und gleichzeitig krystallisiert Atio-porphyrin 
aus. Die weitere Bearbeitung ist im Gange. 
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Uber den Kaliumbedarf junger bunter Ratten. 
Von 
tf noch — 
G. Grijns. 
Far)- 7” a 
Farb (Aus dem Tierphysiologischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochschule 
cin zu Wageningen, Niederland.) 
eb ein a alles ; ss 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. November 1937.) 
omato 
besitzt 
‘trums. . —_. ee 1) . . ” 
elites In einer vorliufigen Mitteilung!) habe ich berichtet iiber 
. Bei Untersuchungen, den Kaliumbedarf junger bunter Ratten be- 
erhalt treffend, 
40sung Ich verglich dabei 2 Rationen, die ich auch bei meinen 
weiteren Versuchen benutzt habe; niimlich 
yurden ie 
labelle I. 
hyrin ; 
at be Futter A] Futter B Salzge- | Salzge- 
misch a]misch b 
tt _ Mileheiweib .. 57 57 Natriumehlorid . 90 90 
ichtet Gemahlener Reis 400 400 Calciumearbonat 180 180 
thylat. (;ehirtetes Fett . 57 57 Natriumphosphat 90 90 
uf die Lebertran 3 3 Ferrosultat . . . 18 18 
zlamy)e Hefeextrakt . . 16 16 Kaliumehlorid . 0 50 
ligkeit Salzmischung a . 17 
Salzmischung b . 18,2 
ts aut a | — 
arstott Hierin ist etwa 14°/, EiweiB enthalten. 
tt. Tin Im Anfang hatte ich dem Futter nach Tab. I keine Hefe 
ape zugegeben und den Tran getrennt vom Futter 0,1 ccm 2 mal 
rat = : : ° ‘ ; ; 
wochentlich. Die kleinen Ratten wuchsen nicht und waren immer 
ganz feucht mit verklebten Haaren. Sie gingen friih ein. Als 
00 mg . ys > . 
wait ich den nassen Tieren aber Hefe gab. trockneten sie bald und 
tensiy wuchsen wieder. 
lexsalz Die Hefe enthilt aber zuviel Kalium, und deshalb habe ich 
i Hefeextrakt nach Miller bereitet?), wobei das Kalium mit Wein- 
Vridih. ; Dee ay he fy : - y 
sheprin siure und Alkohol gefallt und das Filtrat auf Dextrin eingedampft 
orgetzt ar 4 
iolett 1) Feestbundel 1936, Geneesk. Tijdschr. v. Ned. indié. 
ohyrin ?) H. G. Miller, Potassium in animal nutrition II. J. of Biol. Chem. 


>, 63 (1928). 
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wird. Die Menge Dextrin wurde so gewihlt, daB 100g He 
dextrin 100 g Trockenhefe entsprachen. Das Futter wurde na.) 
der Mischung auf Kaliumgehalt untersucht; zum Teil nach « 
Platinat-, zum Teil nach der Kobaltnitritmethode. 

Das Futter A enthielt in dem ersten Versuch 0,053 °/,, cas 
Futter B 0,26 °/, Kalium. 

Junge bunte Ratten bekamen gleich nach dem Entwoéhn 
eine dieser beiden Diaiten und wurden wéchentlich gewogen. 

In 12 Wochen hatten die A-Futterratten ihr Gewicht gerae 
verdoppelt. Die B-Futterratten hatten mit 190°/, ihres Anfangs- 
gewichtes zugenommen, wihrend die Zuchtratten 220°/, schwere: 
geworden waren. 

Es muBte jetzt der Kaliumgehalt des Futters noch weiter 
gedriickt werden. Dazu wurde geschliffener Reis in der Kreuz- 
schlagmiihle gemahlen und in einem glisernen Behilter mit flieBen- 
dem Wasser 3—5 Tage gewaschen. Man kann die Waschzeit 
nicht beliebig lange ausdehnen, da nach einiger Zeit Verfarbung 
und Zersetzung eintritt. Nach dem Waschen lie ich in einem 
Kisetuch abtropfen und trocknete in flachen Schalen im Brut- 
schrank bei 30° Es gelang auf diese Weise den K-Gehalt des 
Futters unter 0,016°/,, sogar bis auf 0,0015°/, zu vermindern. 
Das B-Futter enthielt dann noch 0,216—0,202°/, Kalium. 

6 neuentwohnte Ratten wuchsen beim neuen A-Futter fast 
nicht mehr und gingen alle innerhalb 4 Wochen ein (vgl. Tab. 11. 


Tabelle LI. 








Nr. 1/7 7/7 14/7 21/7 28/7 

















5044 36 34 33 37 38* 
5046 34 34 34 36 42* 
5047 36 33 33° 
5048 33 31 33 37 39* 
5049 34 32 33 36* 
5050 42 13 41 40* 

= tot. 


Die beim neuen B-Futter gehaltenen Ratten hielten sich 
besser, wie Tab. III zeigt. 

Sie blieben aber gegeniiber normal gefiitterten Ratten zuriick 
und die Sterblichkeit war erhdht. 

Wenn man die Ratten bis ungefiihr 100 g auf Stockfutte: 
hilt und dann K-armes Futter reicht, bleiben sie linger au 
Leben (vgl. Tab. IV). 
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Tabelle IIL. 
































Nr. 6, %. 14.7. ] 21.7. | 28.7. ] 4.8. | 11.8. 118.8. | 25.8. ] 2.9. 
052 36 36 37 42 53 61 28 a3 tot 
5056 38 34 38 50 47 93 tot 

9058 40 42 42 46 o4 D7 58 60 56 
5059 49 44 45 50 61 70 80 90 102 
060 47 50 50 D2 63 74 81 92 103 


Tabelle IV. 





Nr. |11. 8.]18. 8.]25. 8.1 2.9. |] 8.9. }15. 9 | 22. 9.]28. 9.16. 10.]13. 10.] 20. 10. 


016 32 47 72 106 | 111 | 112 | 122 | 128 | 124 |] 185 | 140 
¢ 7 106 | 109 | 107 | 112 | 116 | 117 122 | 122 
064 34 48 76 107 } 118 | 121 | 132 | 136 | 1381 185 | 1217 
965 34 51 83 107 124 | 124 133 136 135 133 133 
* = tot. 



































Bis 2. 9. Stockfutter, dann K-armes Futter B mit aus- 
cewaschenem Reis. Sie wuchsen noch eine Zeitlang und stellten 
dann aber ihr Wachstum giinzlich ein, nahmen an Gewicht ab 
und starben. Die ganz jungen Tiere sind also viel empfindlicher 
fiir K-Mangel als die dlteren. 

Ich habe weiter Stoffwechselbestimmungen ausgefiihrt bei 
\ aliummangel. 

Da bei gleichbleibendem Futter der respiratorische Quotient 
wohl angendhert konstant bleibt, habe ich nur die Kohlensiure- 
abgabe bestimmt. 


Zur Respirationskammer diente mir ein Vakuumdestillierapparat nach 
llauBmann, dessen Glasglocke mit einem doppelt durchbohrten Gummi- 
stopfen geschlossen war. Hierdurch ging eine gliserne Luftzuleitungsréhre 
bis auf den Boden. Die Abfuhrleitung fing in dem oberen Teil der Glocke 

Die Luft wurde durch eine kleine, durch die Wasserleitung getriebene 
l.uftpreBpumpe in die Leitung geblasen. Sie passierte dann einen Chlor- 
calcium- und einen Natronkalkturm, ehe sie in die Respirationskammer 
celangte; darauf einen Chlorealciumturm, eine Chlorealcium-U-Réhre und 

 hintereinander geschaltete Natronkalk-Réhrchen. Die U-Chlorealcium- 
hre diente zur Kontrolle, daB kein Wasser in die Natronkalk-Réhrchen 
erging, das letzte Natronréhrchen, daB alle Kohlensiiure gebunden war. 

Im Anfang der Luftzuleitung war eine Nebenleitung abgezweigt, die 

t einer rechtwinklig gebogenen Glasréhre in einem Fliischchen mit Wasser 
dete. Durch den Kork konnte die Miindung beliebig tief unter die Wasser- 
rfliche gebracht werden. Dadurch war der maximale Druck in dem 
parat bestimmt. Er betrug gewéhnlich noch nicht 8 cm Wasserdruck. 

Auch hinter der Respirationskammer war eine unter Wasser endigende 

zweigung vorgesehen und dahinter ein Quetschhahn, der die Haupt- 
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leitung abschlieBen konnte. Auch diese Seitenleitung war verschlieB|) 
Endlich tauchte auch die Endleitung ins Wasser, damit man sehen konns 
daB der Luftwechsel ausreichte. 

Die Versuchstiere wurden 8 Stunden beobachtet, von 12—15 UU}; 
Etwa um 1/,12 kamen sie in den Apparat; der Luftstrom wurde dann du 
die zweite Seitenleitung abgefiihrt, wihrend die Hauptleitung abgeschlos:e: 
war. Genau um 12 Uhr wurde die Ableitung gesperrt und die Hauptleitung 
geiffnet. Die Tiere waren dann ruhig. Um 15 Uhr wurde die Hauy) 
leitung wieder verschlossen und die Seitenleitung geéffnet. Dann wurde 
die Réhrchen alle gewogen. Es wurde jedesmal nur 1 Tier in den Apparat 


































cebracht. 

Da mir aus friiheren Versuchen bekannt war, dab die Ratte: 
sehr groBe individuelle Unterschiede im Stoffwechsel aufweisen, 
habe ich keine Gruppen, aber Periodenversuche gemacht. 

Die Ratten wurden abwechselnd auf A- und auf B-Futte: 
cestellt. Nach einem Versuch wurde sofort die Diit gewechselt. 
Dadurch, daB immer dieselbe Reihenfolge innegehalten wurde. 
blieben die Ratten jedesmal 5 Wochen auf derselben Diiit. 

Bevor ein Tier in den Respirationsapparat kam, wurde es 
gewogen. ‘Tab. V gibt die Kohlensiiuremenge, die in 1 Stund 
pro Kilogramm Ratte ausgeatmet wurde, in Zentigrammen. 


Tabelle V. 


CO,-Abgabe in Zentigramm pro Stunde und Kilogramm. 








Nr. Mit Ohne Mit Ohne Mit Ohne Mit 
der Ratte Kaliumzugabe 
5062 127 136 225 30 tot 
5125 59 54 205 131 239 147 179 
5126 — 259 216 107 226 184 22( 
5127 234 137 266 101 223 47 231 
5138 274 60 238 40 173 299 176 
5139 238 147 233 210 187 190 172 
5140 168 125 171 104 159 177 195 
5144 144 189 2038 156 205 84 220 
5149 181 172 232 178 141 102 232 
Mittel | 183 145 221 128 194 145 2004 
Differenz — 38 +76 —93 +66 —49 +59 
Wahrsch. | 21,6 14,9 12,9 14,1 17,0 16,1 


Fehler f 


Obwohl die Zahlen groBe individuelle Verschiedenheiten aut- 
weisen, und dann und wann dieselbe Ratte bei K-Mangel nocl 
hdhere Gasabgabe zeigt als wiihrend der K-Zulage, ist docl 
meistens der Stoffwechsel wihrend der K-reicheren Ernihrung 
gréBer und die Mittelwerte fiir jede Versuchsperiode sind eit- 
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hlieBl, ., , ’ - -_— ‘i . , . — 
y on utig. Die wahrscheinlichen Fehler sind fiir die Ditferenzen be- 
rechnet. Wenn auch diese gro sind, scheinen doch die meisten 
-15 Uni. | »terschiede bezeichnend. 
induich § Ich habe auch das Gewicht am Ende jeder Periode ver- 
echlosse; : 
lates. zvichnet. 
a4 TN, ‘ ‘4 
Hau | Tabelle VI. 
wurde) Gewicht in Gramm am Versuchstage. 
Apparat : : 
Nr. Mit Ohne Mit Ohne Mit Ohne Mit 
Ratte Kaliumzugabe 
Ratte: 5 
Weisel, 5062 200 208 212 158 tot 
125 130 149 172 183 200 296 230 
Fatter & 5126 = 136 168 161 193 196 202 
etna 127 140 150 160 161 169 186 212 
achselt, 5138 200 180 207 210 244 233 238 
wurde, 5139 177 198 22% 224 255 260 270 
140 216 230 250 234 262 268 282 
i 5144 192 195 216 204 245 234 280 
irde es 5149 212 226 245 237 264 278 308 
Stund Mittel | 183 186 206 197 231 236 253 


. 
Die Zahlen sind hier noch etwas unregelmiBiger, jedoch 

ergibt sich unverkennbar die T’endenz, daB die Tiere schwerer 

sind oder schneller wachsen, wenn sie K-reicher gefiittert werden. 

Mit In einer neuerdings erschienenen Publikation haben Eppright 

| und Smith?) mitgeteilt, daB ihre K-arm geniihrten Ratten alle bei 

vienna ler Sektion Ascites und meistens auch Hydrothorax aufwiesen. 
. ich bei meiner ersten Serie (Tab. II) keine Autopsien gemacht 





179 
221 hatte, weil die Tiere meistens angefressen waren, habe ich noch 
92] . 33 1 Tr noe 
a einmal sechs neuentwohnte Ratten auf K-arme Diit gestellt. Das 
176 Y ° > ad . . . P mn: 
172 Futter enthielt 0,0021°/, Kalium. Da die jungen Tiere etwas 
on veniger als 10g fraBen, ist das noch nicht 2 mg pro Tag und Tier. 
99{) . . ° ~ e ; 
999 Eppright und Smith gehen nur bis 5 mg hinunter. Ich habe 
diesmal die kranken Tiere zeitig isoliert und konnte sie immer 
2()4 ' = ) 
. autoptisch untersuchen. Alle Tiere gingen nach 3—5 Wochen 
; a 
ein. In keinem Falle wurde Flissigkeit in Bauch- oder Pleura- 
| ' héhle gefunden. Das Herz war in Systole erstarrt. Kinmal war 
5 J : 
Jer Darm injiziert. Bei E. und 8. muB also eine andere Ursache 
Nn aul- PY . ‘ a 
, » Ascites und den Hydrothorax verantwortlich gemacht werden. 
nocu 
doch !) E.S. Eppright u. A. H. Smith, The influence of specific mineral 
hrung iciencies on the growth of body and organs of the rat. J. of Nutrition 


14, 21 (1937). 
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Zur Kenntnis der Glucosedehydrase und der Alkoholdehydrase aus Leber. 
Von 
T. H. Quibell. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1937.) 


Die Glucosedehydrase der Leber’) beansprucht ein besonderes 
Interesse wegen der Eigentiimlichkeit, mit beiden Codehydrasen 
(Cozymase = Codehydrase I, sowie Codehydrase II) wirksame Holo- 
dehydrasen zu bilden. Auf diese Unspezifitit, die bei keiner anderen 
Apodehydrase gefunden worden ist, war schon friiher?) hingewiesen 
worden, und N. B. Das*) konnte sie im hiesigen Institut bei der 
Nachpriifung mit reiner Cozymase bzw. mit Codehydrase Il-Pripa- 
raten, die von Cozymase befreit waren, bestitigen. Gleichzeitig 
war von Das das Vorkommen beider Codehydrasen in der Leber 
nachgewiesen worden. 

Die Alkoholdehydrase der Leber‘) ist im Hinblick auf ihre 
Co-Enzymspezifitit noch kaum untersucht. 

Die Erscheinung der Co-Enzym-Unspezifitat der Glucose- 
dehydrase wurde nun wieder studiert und die Aktivierung durch: 
Cozymase sowohl wie Codehydrase II erneut bestitigt. Die Alkoho!- 
dehydrase der Leber erwies sich dagegen als spezifisch auf Cozy- 
mase eingestellt; Codehydrase II ist wirkungslos. Es wurde bei 
den Versuchen einerseits Wert darauf gelegt, die reinst méglichen 
Co-Enzyme zu verwenden, um irrefiihrende Resultate zu vermeiden, 
und andererseits wurde versucht, die Méglichkeit einer Umwani- 
lung der beiden Co-Enzyme ineinander unter der Kinwirkung de: 
Knzympriiparate auszuschlieBen. 


') Harrison, Biochemic. J. 25, 1016 (1931). 

*} Euler, Adler, Schlenk u. Giinther, Diese Z. 233, 120 (1935: 
vgl. auch Andersson, Diese Z. 225, 57 (1934). 

*) Diese Z. 238, 269 (1936). 

*) Vel. Reichel u. Kéhle, Diese Z. 236, 158 (1935). 
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Versuche. 


1. Enzympraparate. Die Leberenzyme wurden nach der 
\ethode von Harrison!) unter Vornahme einiger kleiner Ab- 
inderungen dargestellt. Der wiBrige Extrakt von Acetonleber 
ccm entsprechend 0,25 g) wurde ungefihr 1 Stunde gegen flieBendes 
\\asser und dann in Kollodiumhiilsen 2 mal mehrere Stunden gegen 
eine durch Umriihren bewegte und auBerdem gekiihlte 1°/, ige Lisente 
yon Ammoniumsulfat dialysiert, wobei das p,, bei angefiihir 6,5 
vehalten wurde. Ansduern auf p,, = 5,7 ergab eine geringfiigige 
Fallung, die durch Zentrifugieren entfernt wurde. Die Liésung 
wurde dann wieder auf p,, = 6,5 gebracht, mit Ammoniumsulfat 
cesittigt und iiber Nacht im Ejisschrank stehen gelassen. Die 
Hillung wurde abfiltriert, in der Hilfte des urspriinglichen Volumens 
\Vasser wieder gelést und gegen 3 mal erneuertes 1°/,iges Ammo- 
niumsulfat dialysiert. Die Lésung wurde hierauf mit Ammonium- 
sulfat halb gesittigt, zentrifugiert, die Fallung in gleichem Volumen 
\asser aufgelést und noch einmal durch Halbsiattigung mit Ammon- 
sulfat gefallt. Die schlieBlich erhaltene Fillung wurde gelést (p,, 
ungefihr 6,5) und gegen ein groBes Volumen 1°/,iger Ammon- 
sulfatlésung dialysiert. Das Ammonsulfat schiitzt die Aktivitiit 
der Enzymlésungen, bisweilen mehrere Wochen, hemmt aber etwas 

héheren Konzentrationen. Die Liésung zeigte in Gegenwart 
\on Cozymase hohe Aktivitéit gegeniiber Glucose, Alkohol und 
anderen Substraten. Die fiir die folgenden Versuche verwendete 
Lisung enthielt 37 mg undialysierbare Trockensubstanz pro Kubik- 
ventimeter, und 1 cem entsprach 0,5 g Acetonleber. 

Versuche zur Reinigung und Trennung der in der Lésung 
enthaltenen Dehydrasen duwols vereniiadane MaB8nahmen gaben 
bisher noch keine befriedigenden Resultate; insbesondere war es 
schwierig, diesbeziigliche Ergebnisse mit verschiedenen Ausgangs- 
lisungen zu reproduzieren. 


2. Co-Enzyme. (ozymase war im hiesigen Institut von Herrn 
Ur. Schlenk dargestellt worden. Die Priiparate waren durch 
(iirungen ausgewertet. Priparat Nr. 1431 enthielt 65°/,, Nr. 1460 
ithielt 92°/, Cozymase. Abwesenheit von Codehydrase II wurde 
durch mangelnde Wirksamkeit im System der Hexosemonophos- 
iatdehydrase festgestellt. 
Codehydrase II war ein aus Pferdeblutzellen dargestelltes 
riparat von 50°/,iger Reinheit. Die Auswertung dieses Priipa- 
tes auf einen eventuellen Gehalt an Cozymase im _ iiblichen 
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Apozymasetestsystem ergab das bereits von Euler, Adler u 
Steenhoff Eriksen) mitgeteilte interessante Resultat, d:ii 
nach einer etwa 1—1'/,-stiindigen Induktionsperiode eine Giru's 
auftrat, deren Geschwindigkeit einen erheblichen Gehalt «1 
Cozymase anzeigte. DaB aber der wirkliche urspriingliche Cozymasv- 
vehalt des Priparates praktisch zu vernachlissigen war, giig 
daraus hervor, daB das Priparat unwirksam war im Systei 
Alkohol + Alkohol-apodehydrase (Hefe), sowohl bei der Auswertun: 
im Thunberg-Versuch wie im spektrometrischen Versuch, bei 
dem sich ein Gehalt an Cozymase durch das Erscheinen de 
Dihydro-cozymase-Absorption bemerkbar gemacht hiitte. 


f 


Als Erklirung fiir die Girungswirksamkeit des Codehydrase | |- 
Priiparates war eine Umwandlung in Cozymase unter der Ein- 
wirkung der Apozymase in Betracht zu ziehen (vgl. auch Anm. ». 

DaB eine solche Umwandlung in den Leberenzym-Priiparaten 
nicht stattfindet, konnte auf folgende Weise gezeigt werden: Reine 
Cozymase aktiviert die Dehydrierung von Athylalkohol durch Leber- 
Apodehydrase, wihrend Codehydrase II in dieser Hinsicht unwirk- 
sam ist. Dagegen aktivieren beide Co-Enzyme die Glucosedehy- 
drase derselben Enzymlisung. Somit ist ein Ubergang von Codehy- 
drase Il in Cozymase sehr unwahrscheinlich. Der umgekehrte 
Ubergang, der eine Aktivierung der Glucosedehydrase durch 
Cozymase vortiiuschen wiirde, wird durch den folgenden Versucl: 
ausgeschlossen. 

1,0 cem Cozymaselésung (6 mg reine Cozymase), 0,5 cem Leberenzym 
und 0,5 cem Puffer (0,5 m-Phosphat, p,;,; = 7) wurden unter gelegentlichem 
Umschiitteln */, Stunde bei 30° gehalten, griindlich beliftet (zur Reoxydation 
eventuell vorliegender Dihydro-Co-Fermente), 5 Minuten auf 85° erhitzt und 
filtriert. Das Filtrat wurde mit Hilfe der Thunbergmethode auf Codehy 
drase I- und Codehydrase II-Wirksamkeit gepriift. Tab. 1 zeigt, daB die 
Codehydrase I-Aktivitit nur geringfiigig vermindert, und daB keine Codehy 
drase II gebildet worden war. 


Tabelle 1. 


Auswertung der mit Leberenzym inkubierten Cozymase. 


0,25 cem Hexosemonophosphat-apodehydrase (Hmph.-apodeh., ,,Zwischen 
ferment“ nach Warburg und Christian) bzw. Leberenzym; 0,2 cem Flavin 
enzym; 0,25 eem Co-Enzym; 0,4 cem 0,5 m-Phosphatpuffer py = 7; 0,1 m- 
hexosemonophosphorsaures Na (Hmph.): 0,5 cem Methylenblau 1:5000; mi! 
Wasser auf 2,5 cem Totalvolumen ergiinzt. 






») Diese Z. 248, 227 (1937), und zwar 8. 235. 
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r wid 
, \Vers.- . , ; Entfiirbungs- 
poe Enzym Substrat Co-Enzym ag 5° 
t, aib & \r ) . a zeit in Min. 
rAarulig 
a op i |Hmph.-apod. Hmph. Codehydrase I] 3,8 
q — 2 os ‘i Codeh. I, vor Inkubation 73,5 
pMasc- 3 “ vs Codeh. I, nach Inkubation 75 
, gig &f t | Leberenzym (rlucose Codeh. I, vor Inkubation 1,75 
Syst : 5 o . Codeh. I, nach Inkubation 2,25 
; 6 m kein Substr. | Codeh. I, vor Inkubation 23 
ertuiy 
hy be (‘ozymase wurde in einer Menge von 300 y pro Thunberg- 
n de Versuch angewandt, eine Menge, die ausreichend war fiir optimale 
\ktivierung. Eine merkliche Bildung von Codehydrase I] ist 
use | |- jedoch nicht erfolgt. Die Beliftung (bei ausreichendem Gehalt 
 Kin- des Leberextraktes an Flavinenzym) bei dem schiitzenden p,, = 6,8 
mm. 5), diirfte eine Zerstérung von eventuell gebildeter reduzierter Codehy- 
ns drase I] beim Erhitzen verhindert haben. 
rati Nn 
Reine 
ieber- A. Glucosedehydrase der Leber. 
wirk- § Fig, 1 zeigt die Aktivierung der Glucosedehydrase durch 
dehy- jedes der beiden Co-Enzyme. Die Gewichte der Co-Enzyme sind 
dehy- @ direkt in y angegeben. 
cehrte § i 
sia a 1} sian ~t 
durch: a. | 
rsuch 50+ 
2 r- — 
wl N 
IC . m S > 30 aa 
dation Rs 
tt und £ 20 ‘“ 
dehy- S 
B die | 70 od 
deh _— 
x t0- = fo) | 4 
Q 50 100 150 200 250 300 
—+> 4 Codehydrase —> 
Fig. 1. 
p, (o-Enzymwirkung von Cozymase (o o) und Codehydrase Il (x x) im System der 
(incosedehydrierung. ——-— = Kontrollversuche ohne Substrat. Thunbergmethodik. 
chen \crsuchsansitze: jedes Rohr enthilt 0,25 cem Enzym; 31,5 mg Glucose; 0,2 ccm Flavin- 
avin vm; 0,4cem 0,5 m-Phosphatpuffer py = 7; 0,5cem Mb 1: 5000. Mit Wasser auf 2,5 cem 
1 m- erginzt. Wechselnde Mengen Codehydrase. Temp, 30°. 
? 
; mif 


Aus Fig. 1 ergibt sich, daB aiquivalente Mengen der beiden 
(o-Knzyme die Dehydrierung der Glucose in ungefihr gleichem 
MaBe aktivieren. Dies wire wahrscheinlich nicht méglch, wenn 
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eine Umwandlung eines Co-Enzyms in das andere vor der Reakti 
mit der Glucose stattfinden wiirde. 

Es ist noch nicht bekannt, ob bei der Wirkung der beid y 
Codehydrasen das gleiche Reaktionsprodukt gebildet wird; mit 
dem rohen Co-Enzym aus Leber (wahrscheinlich hauptsichli:}; 
Cozymase) isolierte Harrison®) Gluconsaiure in einer Ausbeu'e 
von 60°/,. Es sei bemerkt, dab Hexose-monophosphat wii 
-diphosphat langsamer durch Cozymase dehydriert werden «'s 


Glucose, also keine Zwischenstufen darstellen diirften. 












































Hydrierung von Cozymase durch Glucose + Glucose-apodehydrase, sowie (bei a) Reoxs- 
dation der Dibydro-cozymase durch Acetaldehyd + Alkohol-apodehydrase. 
Spektrometrische Messung. « = Extinktion der Dihydro-cozymase bei 4 = 354 mu. 


Kin endgiiltiger Beweis dafiir, daB Cozymase durch das 
System Glucose + Glucose-apodehydrase tatsichlich reduziert wird. 
wurde durch die Messung der Absorption bei 4 = 334 mu geliefert. 
Ks trat eine vollstandige Reduktion zu Dihydro-Cozymase ein. 
deren Identitaét dadurch bewiesen wurde, daB sie durch Alkohol- 
dehydrase (Hefe) + Acetaldehyd glatt reoxydiert wurde. Ich danke 
Herrn Dr. H. Hellstrém fiir die Ausfiihrung dieses Versuches (Fig. =. 

Versuch zu Fig. 2: 2 eem Phosphatpuffer, 0,5 m, py =: 7,7; 1,0 cen 
0,5 m Glucose; 0,1 cem Leberenzym; 0,3 cem Cozymaselésung (1 mg/cem): 
Gesamtvolumen 3,4cem. Endkonzentration der Cozymase 13,2-107° Mol/ Liter. 
Die Extinktion des Reaktionsgemisches vor Zusatz der Cozymase betrig 
e = 0,465; nach Zusatz der Cozymase erfolgte der aus der Figur ersichtlic|« 
Anstieg der Extinktion. Bei (a) wurden 0,1 cem Hefeenzym und 0,1 cc: 
0,5 m-Acetaldehyd zugesetzt. Der gebildeten Dihydro-cozymase entspric!it 
ein Extinktionsanstieg «, = 1,01, der reoxvdierten ein Extinktionsabfall ¢, = 0," 


) Biochemie. J. 26, 1295 (1932). 
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‘ntspricht einer Konzentration von 12,2 - 10~5 Mol/Liter und ¢ einer Kon- 
zoutration von 11,4-+10~° Mol/Liter. Die Werte sind fiir kleine durch die 
/ siitze hervorgerufene Konzentrationsiinderungen korrigiert. Innerhalb der 
l'-hlergrenze ist daher die Reduktion der Cozymase vollstindig verlaufen. 


B. Alkoholdehydrase der Leber. 


Die Alkoholdehydrase der Leber wird spezifisch durch Co- 
mase aktiviert, wie durch Thunberg-Versuche (Tab. 3) gezeigt 
wurde. Dasselbe Ergebnis wurde bei Messung der Sauerstoffauf- 
nahme nach der W arburgschen Methode erhalten, wobei Methylen- 
biau als Wasserstoffiibertriiger verwendet wurde. 


Tabelle 3. 


Cozymasespezifitit der Alkoholdehydrase aus Leber. 
vo cem Leberenzym, wie beschrieben; 0,2 ccm Flavinenzym; 0,5cem Phosphat- 
putter py = 7; 0,5 com Methylenblau 1:5000; mit Wasser auf 2,5 ecm 
Gesamtvolumen erginzt. Temperatur 30°. In der Tabelle sind nur die 
Zusitze an Substrat (absoluter Alkohol in Kubikzentimetern) und an 
Co-Enzym (in y) angegeben. 





Versuch Substrat _—_— Entfirbungszeit 
Jo-Enzyme 

Nr. ecm Alkohol in Minuten 
1 607 Col 70 
2 a 300 y Co I 21 
3 0,1 6y Col 327 
0,1 157 Col 194 

A) 0,1 30 7 Co | 58; 51*) 

6 0,1 1007 Col 12; 16%) 
7 0,1 3007 Co I 7 
. 0,1 = ~ 720 
Q _ 25 7 Co Il 150 
10 0,1 25 7 Co Il 170 
11 — > 720 











Die Doppelversuche beziehen sich auf zwei verschiedene Cozymase 
Priiparate. 


C. Weitere Dehydrasen des Leberenzym-Praparates. 


Ks seien schlieBlich noch einige vorliufige Ergebnisse tiber 
ue Co-Enzymspezifitit anderer in dem eingangs beschriebenen 
Luzympriiparat aus Leber enthaltener Dehydrasen mitgeteilt. 
‘'s zeigte sich, daB die Enzymlésung auber Glucose und Alkohol 

ch Hexosediphosphorsiure, Citronensiure und Glut- 
\insiure als Substrate verwertet, und zwar wird die Dehydrierung 
drei letztgenannten Substanzen durch Cozymase aktiviert. 
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Von besonderem Interesse ist hierbei die Feststellung, d: } 
die Leber offenbar eine auf Cozymase eingestellte Glutaminsiiu 
apodehydrase enthiilt, wihrend, wie kiirzlich berichtet wurde‘), 
Hefe eine auf Codehydrase II eingestellte Glutaminsiur- 
apodehydrase vorkommt. 


Anhang. Anhangsweise seien einige Beobachtungen mitgeteilt, cic 
bei Vorversuchen zur Co-Enzymspezifitiit der Leberdehydrasen gemaciit 
wurden. Es kamen dabei einige rohe Codehydrase I]-Priiparate aus Hef, 
wie sie bei Reinigungsversuchen im hiesigen Institut gelegentlich angefalleu 
sind, zur Verwendung; die Priiparate enthielten durchschnittlich nur 
i—2°, Codehydrase II und etwa 3°/, Cozymase. Solche Rohpriiparate 
verursachten im Leberenzymsystem eine kriftige Methylenblauentfiarbung 
schon ohne Zusatz von Substrat. Der Grund fiir dieses Verhalten 
kann entweder darin erblickt werden, daB die Rohpriparate Stoffe ent. 
halten, die von den im Leberenzym vorhandenen Dehydrasen als Substrate 
verwertet werden, oder darin, dal die Rohpriiparate ein drittes, noch niclit 
bekanntes Co-Enzym enthalten, welches die Dehydrierung eines in der 
Enzymlésung oder im Priparat selbst enthaltenen Substrates aktiviert. 
Durch Adsorption von Lésungen der Robpriiparate an Al,O,, Nachwaschen 
mit Wasser und darauffolgende Elution mit KH,PO,*) erhielt man Eluate, 
welche die eigentiimliche Aktivierungserscheinung noch unverindert zeigten. 


Herrn Assistenten Dr. KE. Adler danke ich fiir wertvolle 
Hilfe bei der Ausfiithrung dieser Untersuchung. 


’) Euler, Adler u. Steenhoff Eriksen, Diese Z. 248, 227 (1937). 
+) Euler u. Adler, Diese Z. 288, 233 (1936). 
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Uber die Polyenpigmente 
der Blaualge Aphanizomenon flos-aquae. I. 
(Carotinoide der SiiRwasseralgen, IV. Teil). 
Von 
Josef Tischer. 
Mit 4 Figuren im Text. 
\usgefiihrt mit Unterstiitzung des Masarykfonds fiir wissenschaftliche 
Forschung in Prag. 


tus den Instituten fiir Pflanzenernihrung und fiir allgemeine Chemie der Landw. Abt. der 
Prager Deutschen Technischen Hochschule in Tetschen-Liebwerd.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. November 1937.) 


Uber die Polyenfarbstoffe der Cyanophyceen sind unsere 
Kenntnisse heute noch recht spiirlich. 1927 hat Kylin!) kapillar- 
analytische Untersuchungen an Extrakten aus der Blaualge 
Calothrix scopulorum veréffentlicht und auf das Vorkommen von 
drei neuen Carotinoiden neben Carotin geschlossen, die er 
Myxorhodin « und # und Kalorhodin benannte. AuBerdem fand 
er in dieser Alge zwei Membranfarbstoffe, einen rotbraunen, den 
er Fuscorhodin und einen schwarzbraunen, den er Fuscochlorin 
nannte. Keiner dieser Stoffe wurde jedoch von dem genannten 
Autor in reiner Form abgeschieden und analysiert. Spiiter hat 
Kylin®) diese Ergebnisse bestitigt und seine Kapillarisations- 
versuche auch auf andere Blaualgen ausgedehnt. Schon durch 
diese Versuche Kylins kann die jiingst von Seybold und Egle’) 
vemachte Angabe, daB in Cyanophyceen von gelben Pigmenten 
durchwegs nur #-Carotin vorhanden zu sein scheint, als iiberholt 
hezeichnet werden. 1936 berichteten Heilbron und Lythgoe’) 
ausfiihrlich iiber die Carotinfarbstoffe der Blaualge Oscillatoria 
rubrescens, die als Wasserbliite in einem der Hamptonreservoire 
(er Wasserleitung in Manchester auftrat. Sie isolierten aus ihr 
neben gréBeren Mengen f-Carotin und Lutein zwei neue Caro- 
tinoide, die sie krystallisiert erbalten und analysieren konnten. 


1) Diese Z. 166, 50 (1927). 

*) Kungl. Fysiogr. Siillsk. i Lund Forh. 7, Nr. 12, 1 (1937). 
*) Planta 26, 505 (1937). 

4) Journ. Chem. Soc. London 1986, 1376. 
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1. Myxoxanthin, C,,H, ,O, Schmelzp.: 168—169°, ist ein epiphasis:\ 
wanderndes, vom y-Carotin sich ableitendes Carotinoidketon, dess +) 
Spektrum abnlich dem des Astacins und des Euglenarhodons | iy; 
einziges breites Band mit dem Maximum bei 488 yy (in Schwei |- 
kohlenstoff) aufweist. 2. Myxoxanthophyll, C,,H,,O, (+ 2 1) 
Schmelzp.: 169—170°, zeigt ein 3bandiges Spektrum mit do 
optischen Schwerpunkten bei 518, 484,5, 450 wu in Chloroform, 
Da sich Myxoxanthin nach Heilbron, Lythgoe und Phiper 
auch in Rivularia nitida und anderen Vertretern der Cyanophyceon 
vorfindet, sehen sie dieses Carotinoid fiir die genannte Algenklasse 
als ebenso charakteristisch an, wie das Fucoxanthin fiir die 
Phaeophyceen. 

Im folgenden wird iiber die Carotinoide der Blaualge Aphauni- 
zomenon flos-aquae berichtet. Im Sommer 1935 trat eine groBartize 
,» Wasserbliite“ dieser Alge in einem Fischteiche bei Alt-Ohlisch 
(Nordbéhmen) auf, die H. Hiirdtl®) niher beschrieben und aui 
1260 kg Trockensubstanz geschitzt hat. Auf das seltene Massen- 
vorkommen machte mich Herr Prof. Dr. K. Boresch aufmerksam 
und empfahl mir die chemische Untersuchung ihrer Polyenpigmente. 
Die Extraktion der Farbstoffe und orientierende Versuche wurden 
unmittelbar im AnschluB an die Einsammlung der Algen im 
Herbst 1935 vorgenommen, die T'rennung und Reindarstellung der 
Carotinoide konnte ich aber aus fuBeren Griinden erst im 
Sommer 1937 ausfiihren. In der Zwischenzeit wurden die im 
nachfolgenden mit A, B und C bezeichneten Extrakte unte. 
Stickstoff im Kiihlraum bei 2° aufbewahrt. DaB die Pigment: 
unter diesen Bedingungen unzersetzt erhalten blieben, geht aus 
ihrer Gewinnung in Krystallform hervor. 

Von der genannten Blaualge wurden 50 kg Frischsubstanz 
eingesammelt, die einem T'rockensubstanzgehalt von etwa 21/, kg 
entsprachen. Als ,,Wasserbliite“ waren die Algen ziemlich rein. 
dennoch war es aber unvermeidlich, daB auch geringe Mengen 
Fremdorganismen miteingebracht wurden. Die makroskopiscl 
sichtbaren Fremdkérper (Pflanzenreste, Wassertierchen) lieBen sich 
aus dem Algenbrei durch Auslesen entfernen. Kine mikroskopisc!ic 
Untersuchung zeigte, daB8 das Material sehr rein war und dal 
andere gefarbte Mikroorganismen (Diatomeen) nur in verschwinden(¢! 
Menge darin enthalten waren. Die so gereinigte Algenmasse wuril' 










Nature 136, 989 (1935). 
*) Beihefte zum Bot. Centralbl, Abt. A 55, 75 (1936). 
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iirch Zusatz von Athylalkohol weitgehend entwissert. Mittels 
oliertiichern wurde der wifrige Alkohol zum gréBten Teil ab- 
‘rennt und die erhaltene pastenartige Masse mit peroxydfreiem 
\iher extrahiert. Aus dieser Farbstofflésung wurde der Ather 
in N,-Strom abdestilliert und der alkoholische Riickstand mit 
Petrolather wiederholt extrahiert (Extrakt A, der die in Petroliither 
lislichen Stoffe enthielt). Die hypophasischen Pigmente wurden 
aus der alkoholischen, noch wasserhaltigen Lisung mit Ammonium- 
sulfat ausgesalzen und in Pyridin gelést (Extrakt B). Die in dem 
mit Ather behandelten Algenmaterial noch verbliebenen Farbstoffe 
konnten durch warmen Athylalkohol in Lisung gebracht werden 
Kxtrakt C) Begonnen wurde mit der Untersuchung der zuniichst 
unyerseiften Extrakte. 


Ergebnisse. 


Die nahere Untersuchung der in Aphanizomenon tlos-aquae 
\orhandenen Carotinoide fiihrte zu dem iiberraschenden Ergebnis, 
daB in dieser Alge das von Heilbron und Mitarbeitern fiir Blau- 
algen charakteristisch angesehene Myxoxanthin wie auch das 
Myxoxanthophyll nicht enthalten ist. Dafiir konnten aus ihr 
vier neue Carotinoide isoliert und krystallisiert erhalten werden, 
die zum Teil mit den von den englischen Autoren [a. a. O. 4) | 
heschriebenen, aus Oscillatoria rubrescens erhaltenen Pigmenten 
verwandt sein dirften. Der Petrolitherauszug enthielt 
ueben vorherrschendem f-Carotin in gréBeren Mengen 
zwei dem Myxoxanthin nahestehende, von ihm jedoch 
deutlich verschiedene Polyenfarbstoffe, die als Aphanin 
und Aphanicin bezeichnet werden, und ein mengenmaBig 
sehr zurticktretendes Carotinoid von kurzwelliger Ab- 
sorption, das Flavacin benannt wird. SchlieBlich wurde 
ein neues hypophasisches Polyenpigment aufgefunden, 
das (vom Myxoxanthophyll verschieden) den Namen 
Ayhanizophyll erhielt. Im folgenden werden diese vier Polyen- 
farbstoffe niher charakterisiert. Neben diesen Carotinoiden ent- 
hielten die Extrakte Chlorophyll, ferner braune und braunschwarze 
!\emente von ganz ibnlichen Kigenschaften, wie sie Ky lin {a. a. O. ’)) 
‘ir die Membranfarbstoffe Fuscorhodin und Fuscoc hlorin beschreibt 

| groBe Mengen farbloser Stoffe. Diese Begleitstoffe wurden 
ht weiter untersucht. 


Epiphasische Pigmente. Im Petrolitherextrakt A wurden eine 
nze Reihe von Carotinoiden aufgefunden, unter denen in der 
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Hauptmenge $-Carotin (etwa 100 mg analysenreine Substanz 
Schmelzp. 184° auf 1 kg Algentrockensubstanz) und die 
Aphanin baw. Aphanicin bezeichneten neuen Carotinoide 

handen waren. Vom erstgenannten konnten aus 1 kg Trockvn- 
substanz etwa 50 mg, vom Aphanicin etwa 20 mg gewonne 













werden. 

Aphanin krystallisiert aus Benzol—Methanol(1: 10) in grofen, 
blauschwarzen, vielfach zu Rosetten vereinigten, lanzettférmiy 
Bliittchen [Fig. 1“)], die sich durch einen iiberaus lebhati 


-—~ 





zig, 1. 
Aphanin aus Benzol—Methanol (1:10), zwischen gekreuzten Nikols. Vergr. 66 x. 


graphitischen Glanz auszeichnen. Die Krystalle erweisen_ sicli 
im polarisierten Licht dichroitisch (gelb, violett) und zeigen zwischen 
gekreuzten Nikols gerade Auslischung. Ihr Schmelzpunkt liegt 
konstant bei 176° (korr.). Reines Aphanin scheint gegen Lutt- 
sauerstott sehr bestiindig zu sein, denn eine Probe, die in einem 
lufterfiillten Réhrchen 2 Monate lang aufbewahrt wurde, iinderte 
ihren Schmelzpunkt nicht. Das Carotinoid ist nicht verseifbav. 
Nach Behandlung mit alkoholischer Lauge erhilt man die Haupt- 
menge unveriindert zuriick, ein Teil wird durch die Lauge an- 
gegriffen, Aphanin ist sehr leicht léslich in Schwefelkohlenstoti. 
in Chloroform und Benzol, schwerer in Pyridin, Athylither und 
Benzin, sehr schwer léslich in Methanol. Benzin- und Methanol- 
lésungen sind gelb, Chloroform-, Benzol- und Pyridinlésungen 
orange, Schwefelkohlenstofflésungen rotorange gefiirbt. Bei der 
Verteilung zwischen Benzin (70—80°) und 90°/ igem Methano! 


/0°5 


Die mikrophotographischen Aufnahmen fiihrte Herr Ing. Dr. 
i. Stolze, Tetschen-Liebwerd aus. 
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rhilt sich das Pigment rein epiphasisch, verwendet man zur 
\erteilung 95°/,iges Methanol, wird eine kleine Menge des Caro- 
‘inoids von der Unterschicht aufgenommen (deutlich zu erkennen 
cogen einen weifen Hintergrund). 


Kine Chloroformlésung des Aphanins zeigt folgende Farbreak- 
tionen. Mit konzentrierter Schwefelsiiure: tief dunkelblau —> all- 
ihlich blaugriin, mit Essigsiureanhydrid + konzentrierter Schwefel- 
siure: blau—»> smaragdgriin —> olivgriin » verblaBt, mit 1 Tropfen 
konzentrierter Salpetersiure: blaugriin —> rasche Entfirbung, auf 
Zusatz von konzentrierter Salzsiiure verfirbt sich die orange- 
farbene Lésung gelbbraun, Trichloressigsiure (in Chloroform) be- 
wirkt zum Unterschied vom Myxoxanthin (Heilbron) keine Blau- 
‘irbung, die Lésung farbt sich schwach braunstichig violett, mit 
\rsentrichlorid: braun —> sepia, mit Antimontrichlorid (in Chloro- 
form): braunstichig violett —> blauviolett —> verblaBt. 30- und 
hiherprozentige Salzsiure gibt mit der &therischen Lisung des 
Piementes keine Farbreaktion. Auf Zusatz von Antimontrichlorid 
‘irbt sich die atherische Liésung gelbbraun. 

Aphanin wird aus Benzinlésung in der Tswettschen Siule 
an Aluminiumoxyd mit bordeauxroter Farbe stiirker adsorbiert als 
die Carotine. Beim Nachwaschen mit Ather schliigt die Farbe 
nach braunrot um, durch Nachwaschen mit Benzol oder Chloro- 
form wird sie dunkelviolett. Das Carotinoid ist alkoxylfrei und 
enthiilt auf Grund der Klementaranalyse 87,00°/, C und 9,77°/, H. 
Zufolge seines hohen Molekulargewichtes (Mittel: 548) diirfte es 
i) (-Atome enthalten, so daB ihm die Formel C,,H,,0 entsprechen 
kinnte (ber.: 87,2°/, C, 9,89°/, H). 

Sein Absorptionsspektrum zeigt zwei Maxima, zwischen denen 
eine etwas schwicher absorbierende Zone liegt, so daB der Hin- 
druck eines einzigen breiten Absorptionsbandes mit zwei Maximis 
erweckt wird. Der breite Absorptionsbezirk ist unscharf ab- 
vegrenzt, die beiden Maxima sind deutlich sichtbar, ihre optischen 
‘chwerpunkte lassen sich aber nur angenihert feststellen. In den 
rschiedenen Lésungsmitteln wurden mit dem Gittermeb-Spektro- 
op nach Léwe-Schumm (Kupferoxydammoniaktfilter) die in 
.b. I verzeichneten Absorptionsbezirke bzw. optischen Schwer- 
pinkte beobachtet. 


f 


Das zweite in Aphanizomenon flos-aquae neu aufgefundene 
rotinoid, Aphanicin, krystallisiert aus benzol—Methanol etwas 
iwerer als Aphanin in rotvioletten, prismatischen Nadeln mit 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 8 
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starkem Metallglanz (Fig. 2). Es schmilzt bei 190° (korr.), a! 
um 14° héher als Aphanin. Die Elementaranalyse erg 
86,30°/, C und 9,56°/, H. Das Absorptionsspektrum des Aphanicins 
ist dem des Aphanins sehr iihnlich. Da seine beiden Maxin: 
aus der breiten Absorptionszone aber noch schwicher hervy 
treten, kénnte man das Spektrum des Aphanicins fast als einban: 
bezeichnen, In Chloroformlésung sind die optischen Schwerpunk 
der beiden Maxima am schwierigsten erkennbar und meBbar, ‘1 
den anderen Lisungsmitteln sind sie deutlicher. Sie liegen 


Fig. 2. 


Aphanicin aus Benzol—Methanol (1:10), zwischen gekreuzten Nikols. Vergr. 66 x. 


allen untersuchten Fiillen fast an der gleichen Stelle wie die des 
Aphanins (Tab. I). In Methanol ist Aphanicin noch schwerer 
lislich als Aphanin, in den iibrigen Loésungsmitteln ist das 
Lisungsverhalten beider Carotinoide ungefihr gleich. Auch die 
Farben ihrer Lésungen stimmen vollkommen iiberein. Bei der 
Verteilung des Aphanins zwischen 95°/,igem Methanol und Benzin 
(70—80°) geht, nach der Farbtiefe zu schlieBen, etwas mehr Far)- 
stoff in die Alkobolschicht als beim Aphanin, ja sogar 90°/) iger 
Methylalkohol wird schwach angefiirbt. Noch deutlicher unter- 
scheiden sich die beiden Pigmente in ihrem adsorptiven Verhalten. 
Wihrend das Aphanicin von Aluminiumoxyd in der obersten Zoue 
festgehalten wird, riickt das Aphanin beim Entwickeln des 
Chromatogramms mit Benzol—Benzin (1:1) tiefer. Die beiden 
Zonen unterscheiden sich auch in ihrer Farbtiefe, die untere ist 
dunkler bordeauxrot als die obere. Hingegen verfiirben sil 
beide Zonen beim Nachwaschen mit Ather braunrot und bein 
Nachsaugen von Benzol violett. 
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Aphanicin zeigt fast die gleichen Farbreaktionen wie Aphanin 
|. 8.113). Die beiden Carotinoide unterscheiden sich nur in 
ivenden Reaktionen: Trichloressigsiiure ruft in der Chloroform- 

ljsung des Aphanicins eine rotviolette Firbung hervor, die nicht 
-erblaBt. Arsentrichlorid bewirkt eine Braunfirbung, die mit der 
Zcit violettstichig wird. Antimontrichlorid in Chloroform erzeugt 
eine braunstichig violette Fiirbung, die sich nicht veriindert. 
Kine itherische Lésung des Pigmentes gibt mit Antimontrichlorid 
eine rétlichbraune Fiarbung. 

Auf Grund der beschriebenen EKigenschaften diirften die beiden 
‘arotinoide einander nahestehen. Von dem gleichfalls epiphasischen 
Myxoxanthin Heilbrons unterscheiden sich beide Pigmente vor 
Jlen Dingen durch ihre héheren Schmelzpunkte. Aphanicin be- 
sitzt einen um 21—22° héheren Schmelzpunkt und das Aphanin 
schmilzt um 7—8° héher als Myxoxanthin (Schmelzp. 168—169°), 
ferner bestehen deutliche Unterschiede im Spektrum, sowohl 
\phanin als auch Aphanicin lassen in ihren breiten Absorptions- 
handen zwei Maxima erkennen (T'ab. I), wiihrend vom Myxoxanthin 
nur ein Maximum angegeben wird und zwar in Schwefelkohlenstoft 
hei 488 uu, in Chloroform: 473 uu, in Benzin(70—80°): 465 uu, in 
Alkohol: 470 uu. Tabelle L 











Aphanin Aphanicin 
Losungsmittel Abs.-Bezirk Maxima Abs.- Bezirk Maxima 
au up uu uu 
Schwefelkohlenstoff}| 475—555 533,5 494 475—555 533 494 
Chloroform .. . 455—520 (504 474 455—520 504 474 
Benzol .... . 455—520 505 472 455—520 505 474 
Benzin (70—80°) . 445—510 494 460(432)}) 445—510 494 462 
yu 4 « 8 * 3 460—525 507,5 477 460—525 507,5 478 
Methanol . .. . 445—505 491,5 457 445—505 491,5 457 


Tabelle II. 











Rubixanthin y-Carotin 
Losungsmittel Maxima nach Maxima nach 
Kuhn und Grundmann °)]Kuhn und Brockmann ®) 
uu uu 
hwefelkohlenstoff. . . . 533 494 461 583.5 496 463 
HOUOTUOME ge kt 509 474 439 508,5 475 446 
Se ae Ee. eo eal oe —_ — — 510 477 447 
nzin (70—80°) .... . 495.5 463 4382 495 462 431 
‘) Ber. chem. Ges. 67, 339 (1934). *) Ebenda 66, 407 (1938). 


8* 
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Vergleicht man die Lage der beiden Maxima des Aphan: 
und Aphanicins mit der anderer Carotinoide, so zeigt sich, d 
sie ziemlich genau den beiden ersten Maximis des y-Caroti 








bzw. des von ihm sich ableitenden Rubixanthins entsprech 


vgl. Tab. IT). Das Aphanin 1laBt in Benzinlésung sogar ein dritt 
wenn auch weit weniger deutliches Maximum erkennen, das sein 
Lage nach dem dritten Band des y-Carotins (Rubixanthins) e1 
spricht. Andererseits deuten die breiten Absorptionsbezirke < 
Aphanins und Aphanicins, die fast den Eindruck eines Band 


hervorrufen, auf eine gleichzeitige Konjugation einer polarc 


Carbonylgruppe mit zwei Doppelbindungen(Heilbron und Lythgo. 


Die Spektra der beiden neu aufgefundenen Pigmente vereinige: 


in sich demnach die Eigenschaften von Polyenketonen und d 


y-Carotins (bzw. Rubixanthins), dessen 3bandiges Spektru 


wiederum mit dem des Myxoxanthols iibereinstimmt, das von 


Heilbron und Mitarb. durch Reduktion des Myxoxanthins e: 


halten wurde. Dazu kommt, dab sich das Aphanin und Aphanicin 
bei Verteilungsversuchen ihnlich dem MRubixanthin verhalten. 


Dies alles macht eine nahe Verwandtschaft der drei Cyanophyceen 


sarotinoide untereinander und mit dem y-Carotin (Rubixanthin 
wahrscheinlich. Meine weiteren Untersuchungen sollen der Klarung 


dieser Frage dienen. 

In sehr geringer Menge kommt in Aphanizomenon flos-aqu: 
als drittes neues Polyenpigment das Flavacin vor, das ebenfal! 
krystallisiert erhalten wurde. Es wird in der T'swettschen Siu) 
von Aluminiumoxyd unmittelbar unterhalb des Aphanins fest 


a 


gehalten, zum Teil von diesem hartnickig iiberdeckt. Erst dur: 
langes Entwickeln mit Benzin—Benzolgemisch (1: 1) oder Chloroform 
lassen sich die beiden Zonen auseinanderziehen. Da das Flavacin 


sehr stark durch farblose Begleitstoffe verunreinigt war, konni 


es erst nach Behandlung seiner Benzinlésung mit iithylalkoholische: 
Kalilauge krystallisiert erhalten werden. Aus Benzol—Methan»! 
erhilt man kugelig erscheinende Krystalle von hellorangegelber 


Farbe. Ihr Schmelzpunkt lag nach 4maligem Umkrystallisiere: 
bei 155° (korr.), war aber noch nicht vodllig konstant. Fiir ein 
weitere Reinigung und eine Elementaranalyse reichte die erhalte: 


Substanzmenge leider nicht aus. Die sehr kurzwelligen Absorption-- 


maxima des Flavacins lassen sich nur in stark verdiinnten Lisung: 


scharf messen. Sie liegen in Benzin (70—80°) bei 458, 428 wu. 


in Schwetelkohlenstoff bei 490, 457 (424) wu, fallen also in do 


Reihe der bekannten Carotinoide zwischen die des Violaxanthius 








phan: 

sh, d 

‘aroti 

yrech 
dritt:s, 
; seln 

18) ent- 
ke dos 
Bandes 
Olaren 
hgoe. 
Inge 1 
nd des 
sktru I 
SS von 
ns er- 
anicin 
halten. 
yceen- 
inthin 

larung 


aque 
anfalls 
Sul 
fest- 
durcli 
oform 
Wacil 
onnt 
sche! 
han 
relber 
s1ere} 
. eine 
ilte: 
t1on-- 
ing 
8 wi. 
1 d 
thins 





er die Polyenpigmente der Blaualge Aphanizomenon flos-aquae. I. 117 


d Azafrins. Flavacin verhiilt sich jedoch bei der Verteilung 
ischen 90- und 95°/,igem Methanol rein epiphasisch und hat 
n Charakter eines Kohlenwasserstoftes. 

Die Chloroformlésung des Flavacins gibt folgende Farb- 
iktionen. Mit konzentrierter Schwefelsiiure: dunkelblau —> grau- 
iu—>violett, mit Essigsiitureanhydrid + konzentrierter Schwefel- 
ire: aquamarinblau —> hell zwiebelschalenfarbig, mit 1 Tropfen 
nzentrierter Salpetersiiure: griin —> blau > sepia —> rotlich- 
iun —» gelb —> farblos, mit Antimontrichlorid in Chloroform: 
in -» blau, mit Arsentrichlorid: rasch verblassend —> hell bliulich 
t Trichloressigsiiure in Chloroform geht nach lingerem Stehen 

urspriingliche gelbe Farbe in Griinlichgelb iiber. Eine ‘ithe- 
che Liésung gibt mit 30°/, iger Salzsiiure keine Farbreaktion 

Antimontrichlorid entsteht in itherischer Lisung eine gelb- 
ine Firbung, die bald in Smaragdgriin iibergeht. 

Vielleicht enthalt Aphanizomenon flos-aquae in Spuren noch 
dere Pigmente. Zwischen dem Flavacin und f#-Carotin waren 
Chromatogramm des Petrolitherextraktes A noch eine ganze 


eihe verschiedenfarbiger Bezirke erkennbar. Diese Carotinoide 


igten gréBtenteils unscharfe Spektra und waren in viel zu ge- 
ger Menge vorhanden, um sie einer weiteren Aufarbeitung 


izuftihren. Doch ist es nicht giinzlich ausgeschlossen, dal diese 
‘purenpigmente anderen Organismen angehérten, da die Herkuntt 
ies Materials das Vorhandensein sehr geringer Mengen anderer 


‘irbter Organismen nicht ausschlieBt. Deshalb soll von ihrer 
heren Beschreibung abgeschen werden. Erwihnt sei nur noch, 
8 aus dem reichlich vorhandenen f-Carotin durch Adsorption 
Calciumhydroxyd eine kleine Menge e-Carotin abgetrennt 
d spektroskopisch nachgewiesen werden konnte. 


Hypophasische Pigmente. Die Pyridin- und Alkoholextrakte b 


iid © enthielten im wesentlichen die gleichen Stoffe. Neben 


aunen Farbstoffen, die eine groBe Ahnlichkeit mit den von Kylin 
schriebenen Membranfarbstoffen zeigten, enthielten sie ein rotes 
pophasisches Carotinoid, das wahrscheinlich einen Ester vor- 
‘lite. Am leichtesten war das Pigment in Pyridin und Alkohol, 


hwerer in Aceton, Ather und Kisessig léslich. In Benzin, Benzol 
id Schwefelkohlenstoff erwies es sich vollig unléslich. Da der 
oO 


tive Farbstoff keinerlei Neigung zur Krystallisation zeigte, 
irden die Extrakte verseift. Dann erst konnte aus ihnen als 


uziges Carotinoid das Aphanizophyll in geringer Menge 


vstallisiert erhalten werden. Weder Lutein, noch Zeaxanthin 
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waren auffindbar. Diese Feststeilung ist zwar befremdend, sti 
aber nicht vereinzelt da. Auch in Calothrix scopulorum w:( 
einer Reihe anderer Blaualgen vermiBbte Kylin [a. a. O. ?) und 
Xanthophyll. Dagegen fand er in Microcystis minuta auf kapill:y- 
analytischem Wege an Stelle des fehlenden Myxorhodins Xanthophy || 
Auch Heilbron und Mitarb. [a. a. O. °)| haben in Rivularia niti 
die Abwesenheit von Xanthophyll festgestellt. 

Die Rohausbeute an Aphanizophyll betrug auf 1 kg Alge 
trockensubstanz etwa 16 mg. Rein wurden insgesamt 8 mg ge- 
wonnen, Aphanizophyll erhilt man aus Methanol in prismatischen, 





Fig. 3. 


Aphanizophyll aus Methanol. Vergr. 165 x. 


zu Rosetten vereinigten Krystallen, aus Pyridin in kreisrunden. 
am Rande feinstachligen Sphiriten (Fig. 3 und 4). Zwischen ge- 
kreuzten Nikols leuchten die Krystalle auf und die Sphirite 
lassen deutlich ein schwarzes orthogonales Kreuz erkennen. 
Schmelzp.: 172—173° (korr.). Das Lésungsverhalten des Pigmentes 
ist nach der Verseifung das gleiche wie vordem. Seine Chloro- 
formlésung ist tiefrot gefirbt, die Lésung in Pyridin blutrot, in 
Methanol gelb. Wie zu erwarten war, ist Aphanizophyll frei vou 
Stickstoff (Mikrodumas negativ). Von Aluminiumoxyd und Calcium- 
hydroxyd wird es auBerordentlich stark in der obersten Zone 
festgehalten und ist daraus kaum mehr eluierbar. An Calcium- 
carbonat oder Natriumsulfat liBt es sich aus seiner Lésung 

Chloroform oder Ather gut adsorbieren und mit Methanol wieder 
restlos eluieren. 








i, st 
m u 
und 
apill: 
1ophy | 
L niti 


Alge)). 
mg fe- 
ischen,. 


ver die Polyenpigmente der Blaualge Aphanizomenon flos-aquae. I. 119 


Farbreaktionen des in Chloroform geliésten Aphanizophylls. 
‘it konzentrierter Schwefelsiure: blau, mit konzentrierter Salpeter- 
jure: blau --> griin —> Entfarbung, mit Antimontrichlorid in Chloro- 
‘orm: blau—» violett. Kine itherische Lésung gibt mit 30°/,iger 
salzsiiure eine Blaugriinfiirbung, die mit der Zeit verschwindet. 

Aphanizophyll hat eine gewisse Ahnlichkeit mit dem von 
lieilbronund Lythgoe {a.a.0O. *)] aufgefundenen Myxoxanthophy]l. 
Spektroskop zeigt es ebenfalls drei Banden, absorbiert aber 
langwelliger als dieses und ist kohlenstoffiirmer. Die Elementar- 
analyse ergab 70,15°/, C und 9,42°/, H (Myxoxanthophyll im Mittel 





Fig. 4. 
Aphanizophyll aus Pyridin—Wasser. Vergr. 165 x. 


aus zwei Analysen 74,3°/, C, 8,95°/, H). Seine Absorptionsmaxima 


/0 


in verschiedenen Lésungsmitteln sind in Tab. HI angefiihrt, die 
zum Vergleich auch die optischen Schwerpunkte des Myxo- 
vanthophylls enthilt. 


Tabelle III. 

















» , ani y Myxox: ophyll 
Lésungsmittel Aphanizophyll Myxoxanthophy 
bu uu 
We es gaa 5381 494 462 526 489 458 
thloroform ....... 523 487,5 457 518 484,5 454 
oo. eee eee 507 475 444 503 471 445 


Experimenteller Teil. 


Einsammlung und Extraktion der Blaualge. Die im Teichwasser 
4 7,4) schwebenden, tannennadelférmigen Kolonien der Schwebealge 
\phanizomenon flos-aquae wurden mit Hilfe von Organtinnetzen (auf Holz- 
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rahmen aufgespannt) vom Kahn aus eingesammelt"). Die Hauptme: 
des anhaftenden Wassers wurde schon an Ort und Stelle abtropfen gelas 
und makroskopisch sichtbare Fremdkérper (Pflanzenreste, Wassertiere) 

der Aleenmasse entfernt. So erhielten wir etwa 50 kg eines spinatéhnlic! 
Algenbreies mit etwa 2'/, kg Trockensubstanz. Der urspriinglich grasgri 
Algenbrei fiirbte sich schon wiihrend des Transportes innerhalb weni 
Stunden infolge des beginnenden Phycocyanaustrittes blaugriin. Dabei lis: 
sich die Zellyerbiinde auf, so dali im Mikroskop nur noch einzelne Zel 
neben Dauerzellen zu sehen waren. Von gefiirbten Planktonorganisn 
waren lediglich Diatomeen in verschwindender Menge auffindbar. Wiahr« 
dieser Verfirbung wurde der Algenbrei immer diinnfliissiger und nal 
einen sechwachen Geruch nach Schwefelwasserstoff an. 

Im Laboratorium wurde der Algenbrei sofort mit dem gleichen Volun 
96°/,igem Athylalkohol versetzt (etwa 50 Liter) und etwa 2 Tage steh 
gelassen. Dabei fiirbte sich die Algenmasse braun. Dann wurde die Hay 
menge des wiiBrigen, schwach sauer reagierenden und hellbraun gefiirbt 
Alkohols durch Koliertiicher abtropfen gelassen. Die auf den Koliertiiche 
zuriickbleibende, noch alkoholhaltige, schmierige Algenpaste wurde 1 
Ammoniumsulfat und reinem Quarzsand vermischt und in groben Puly: 


eliisern wiederholt mit frisch tiber Natrium destilliertem Ather extrahier' 


Der Extraktionsriickstand wurde stark abgeprebBt. 
Aus dem filtrierten, noch alkoholhaltigen Atherextrakt wurde die Haup 


menge des Athers im Stickstoffstrom abdestilliert und die zuriickbleibend: 
braunrote alkoholische Lésung bis zur Erschépfung mit insgesamt 6 Liter 


Petrolither (30--50°) ausgeschiittelt. Der erhaltene Petroliitherextrakt 


wurde abgetrennt, mit destilliertem Wasser alkoholfrei gewaschen und iiber 
entwiissertem Natriumsulfat getrocknet. Bis zur weiteren Verarbeituny 


wurde er unter Stickstoff im Kiihlraum bei 2° aufbewahrt. 
Die braunroten alkoholischen Unterschichten, aus denen die petr 


jitherléslichen Stoffe entfernt waren, wurden mit Ammoniumsulfat versetzt 
Dabei fiel ein roter flockiger Niederschlag aus, der in Benzin, Benzol uni 


und Schwefelkohlenstoff unléslich war. Am leichtesten listen sich die 
roten Flocken in Pyridin und wurden deshalb mit diesem Lésungsmitt 
aufgenommen (Extrakt B). Nach melrtiigigem Stehen schieden sich auc 


aus dem beim Kolieren gewonnenen schwachbraunen, wiibrig-alkoholischen 
Filtrat geringe Mengen solcher roter Flocken aus. Diese wurden ebenfa!!- 


gesammelt, in Pyridin gelést und mit dem Extrakt B vereinigt. 


Die mit Ather extrahierte, abgeprebte Algenmasse wurde noch wiede: 
holt mit insgesamt 12 Litern 96°/,igem Athylalkohol bei 40° ausgelaugt 


(Extrakt C). 


Aufarbeitung der Extrakte. Der Petroliitherextrakt A, dessen Far! 
stoffe beim Verteilungsversuch nur zu einem sehr geringen Anteile d 
Methanolphase aufsuchten, wurde zwecks Entfernung des Chlorophylls un 
anderer Farbstoffe, die nicht zu den Carotinoiden gehérten, durch 3 Ali 
miniumoxydsiiulen von 50 em Linge und 30 mm Durchmesser filtrier 
Bei dieser ersten Trennung bildeten sich im wesentlichen folgende Zonen au: 
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Fiir die Hilfe beim Einsammeln danke ich Herrn Ing. Dr. E. Stol: 


1 
pestens. 
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schmutziggriin in 4 verschiedenen Nuancen: Chlorophyll u. a. 

1]. schwarz: Aphanicin, iiberlagert von schwarzen Farbstoften, die nicht 
zu den Carotinoiden gehdrten. 

(II. rotbraun: Zersetzungsprodukte von Carotinoiden + farblose Stotte. 

|V. bordeauxrot: Aphanin. 

V. gelborange (schmaler Ring): Flavacin. 

VI. orange: B-Carotin. 

II. orangegelbes Filtrat: 6-Carotin + Spur «-Carotin. 


Der Petrolitherextrakt wurde so lange in das Adsorptionsrohr eintropfen 
ssen, bis die Zonen I und II etwa zu drei Viertel das Rohr erfiillten. 
Durch Nachwaschen mit Benzin (70—80°) wurden die Carotinoide der 
elnen Zonen in das Filtrat tibergefiihrt und fraktioniert aufgefangen. 
Die schwarze Zone Il iiberlagerte in ihrem unteren Teil das mit bordeaux 
r Farbe adsorbierte Aphanicin. Deshalb wurden die Farbstoffe dieser 
Jone mit alkoholhaltigem Benzin (70—80°) eluiert, die Benzinlésung alkohol- 
‘rei gewaschen, getrocknet, unter vermindertem Druck im N,-Strom eingeengt 
in einem kleineren Rohr neuerdings adsorbiert. Selbst durch langes 
Nachwaschen mit Benzin gelang es nicht, eine ausreichende ‘lrennung 
eizutiihren. Deshalb wurden die Pigmente der unteren, schwarzrot 
vefirbten Hilfte des Chromatogramms mit alkoholhaltigem Benzin eluiert 
id mit 5°/jiger iithylalkoholischer Kalilauge in homogener Lésung, 
» Stunden bei 40° und anschlieBend 13 Stunden bei Zimmertemperatur 
verseift. Zur Entmischung wurde '/, des Volumens der alkoholischen Kali 
e an destilliertem Wasser zugesetzt. Die Benzinschicht, die die Haupt 
ve der Carotinoide aufgenommen hatte, wurde abgetrennt, die alko 
ische, dunkel olivgriin gefiirbte Unterschicht mit Wasser auf das doppelte 
Volumen verdiinnt und einige Male mit Benzin ausgeschiittelt. Die Benzin- 
ingen wurden vereinigt und zur Isolierung des Aphanicins verwendet. 
Die alkoholisch alkalische Schicht enthielt keine Carotinoide mehr, sondern 
harbstoffe, die nach Ansiiuern mit Essigsiiure gréBtenteils flockig ausfielen 
sich leicht in Ather mit olivgriiner Farbe listen. Die angesiiuerte, 
wibrig alkoholische Lésung firbte sich blauviolett. Schiittelte man die 
therische Lésung mit 20°/,iger Salzsiiure durch, so ging der Farbstoff 
blaugriiner Farbe in diese iiber. Diese Farbstotfe wurden nicht weiter 
ersucht. 


Gewinnung des Aphanicins. Jie griindlich gewaschene Benzin 
phase gab beim Durchschiitteln mit 90°/,igem Methanol etwas Farbstofi an 
dieses ab, der beim Schiitteln der methylalkoholischen Lésung mit Benzin 
70—80°) zum gréBten Teil wieder in die Benzinphase zuriickkehrte. Die 

‘ich-olivbraune Benzinlisung wurde bei vermindertem Druck (N,-Strom) 
eengt. Seine erste Reinigung erfuhr das Carotinoid durch Adsorption 
Aluminiumoxyd. Dabei lieBen sich eine Menge mibfarbener Verunreini 
ven und Zersetzungsprodukte abtrennen, die in der obersten Zone 
ten blieben, sehr schwer eluierbar waren und ein vollkommen ver- 
wommenes #-Carotinspektrum aufwiesen. Aber auch die anschliebende 
leauxrote Hauptzone enthielt noch Verunreinigungen, die das ganze 
ir wie ein blaugriiner Schleier durchsetzten. Diese konnten nun leicht 
ch Waschen des Eluates mit 70- und schlieBlich mit 50°/,igem Athyl- 
‘hol entfernt werden. Die weitere Reinigung erfolgte durch wiederholte 
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Adsorption an Aluminiumoxyd. Das Chromatogramm wurde mtit Chlorot. rn 
entwickelt. Dabei firbte sich die Hauptzone dunkelviolett. Ober- | a4 
unterhalb dieser bildeten sich noch schmale Ringe von orangefarbe: er, 
braunroter und gelber Fiirbung, die abgetrennt wurden. Das schlieb| |) 
alkoholhaltige Benzineluat der violetten Zone wurde nach Waschung ind 
Trocknung bei vermindertem Druck (N,-Strom) vollig vom Lésungsm ‘te! 
befreit. Der élige Riickstand war von Aphanicinkrystallen durchsetzt. D, 
sich diese in leichtestem Benzin schwer léslich erwiesen, wurden die 6li:cy 
Beimengungen des Riickstandes mit Benzin (Siedep. 25—35°) aufgenommen. 
Nach Filtration verblieben 80 mg Rohaphanicin, die in wenig heibem Benzo! 
gelést und dann mit dem etwa 10-fachen Volumen heibem Methanol yer 
setzt wurden. Im Kiihlschrank schieden sich aus dieser Lésung etwa 
50 mg rotviolette, nadelférmige Krystalle aus. Schmelzp.: 188—189° (unkorr,), 
Die Form der im polarisierten Licht aufleuchtenden Krystalle zeigt di 
Fig. 2. SchlieBlich wurden sie 2mal mit Methanol ausgekocht und schmolzen 
nach 3maligem Umkrystallisieren aus dem gleichen Lésungsmittelgemisc!, 
konstant bei 190° (korr.). Das Absorptionsspektrum dieses Carotinoids zeigt 
in den verschiedenen Lésungsmitteln ein einziges breites Band mit ze: 
schwachen Maximis, deren optische Schwerpunkte in Tab. I angefiihrt sind 
Das Aphanicin ist von dem Farbstoff der Zone IV, dem Aphanin, in 
Schmelzpunkt, Krystallform und Farbe deutlich verschieden, auf Grund 
des Spektrums mit ihm aber nahe verwandt. 

Die Mikroelementaranalyse wurde, wie alle folgenden in Ermangelung 
einer eigenen Apparatur von Herrn Prof. Dr. M. Boetius, Dresden, vor- 
genommen. Vor ihrer Ausfiihrung wurde das aus Benzol—Methanol kr\ 
stallisierte Priiparat 4 Stunden iiber Phosphorpentoxyd bei 15 mm Druck 
getrocknet. 

3,435 mg Subst.: 10,870 mg CO,, 2,935 mg H,0O. 

Gef. C 86,30 H 9,56. 


Isolierung des Aphanins. Die Hauptmenge des in der dunkel 
bordeauxroten Zone IV enthaltenen Carotinoids lieb sich von den angren 
zenden Bezirken gut abtrennen und ohne Behandlung mit Lauge leicht kry. 
stallisiert erhalten. Zunichst wurde das Pigment durch wiederholte Adsorption 
an Aluminiumoxyd in einem langen schmalen Rohr gereinigt. Auch hier 
konnten nach Entwicklung des Chromatogramms mit Chloroform ode 
Benzol-Benzin (1:1) noch geringe Mengen von Begleitstoffen abgetrennt 
werden. Wie beim Aphanicin verfirbte sich die bordeauxrote Zone beim 
Entwickeln violett, hier sogar noch dunkler. Der unterste Teil dieser Zon: 
iiberlagerte hartniickig einen Teil des Carotinoids der Zone V des ersten 
Chromatogramms. Die vollstiindige Trennung gelang erst nach lingerem 
Nachwaschen mit Benzol-Benzin. Das Aphanin wurde mit alkoholhaltigem 
Benzin eluiert, die Benzinlésung mit Wasser griindlich ausgewaschen, mit 
entwissertem Natriumsulfat getrocknet und bei vermindertem Druck im 
N,-Strom zur Trockne eingedampft. Der feste krystalline Riickstand wurde 
aus Benzol-Methanol (etwa 1 : 10) umkrystallisiert. Im Kiihlschrank schieden 
sich 187 mg rotviolette, stark glitzernde Bliittchen mit prachtvollem Metill 
glanz aus. Schmelzp. 157°. Die Krystalle wurden zweimal mit Methano! 
ausgekocht und schmolzen nach neuerlichem Umkrystallisieren bei 1°%2 
Dieser Reinigungsproze8 wurde noch viermal wiederholt. Vor dem letzten 





nins 


chro 


zone 
Haw 
Dies 
(kort 
Aph: 


zerse 












( ver die Polyenpigmente der Blaualge Aphanizomenon flos-aquae. I. 


ikrystallisieren wurde das Carotinoid noch einige Male mit Benzin 
(Siedep. 25—35°) ausgewaschen. Auf diese Weise wurde schlieBlich der 
er, JB  konstante Schmelzpunkt von 176° (korr.) erreicht. Mit zunehmender Reinheit 
iden die Krystalle immer dunkler und ihr Metallglanz erhéhte sich noch. 
uletzt waren sie tief dunkelviolett, fast schwarz, wie elementares Jod. 
‘nter dem Mikroskop erschienen sie in der Durchsicht dunkelrot, bei 
: ‘hperlagerung violett. Im polarisierten Licht zeigten sie Dichroismus (gelb, 
en [EE yiolett). Ober Spektrum und Verhalten bei der Verteilung vgl. S. 113. Das 
en, chromatographisch einheitliche Aphanin von konstantem Schmelzpunkt ergab 
z0| bei der Mikroelementaranalyse die nachstehenden Werte: 


sa ) 3,213 mg Subst.: 10,250 mg CO,, 2,805 mg H,O. 
Gef. C 87,00 H 9,77. 


di (C,,H,,O0 erfordert C 87,20 H 9,89 M 550 
eon CFO ‘i 55 87,05 5, 10,05 »» 551). 
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sch Molekulargewichtsbestimmungen nach Rast, die ebenfalls Herr Prof. 
ist Boetius ausfirte: 

: 0,195, 0,270 mg Subst. in 1,697, 2,785 mg Campher: 4 = 8,5°, 7,0°. 

in Gef. 541, "84 ; 

nd Eine Mikromethoxylbestimmung verlief ergebnislos. 

Bei einem Verseifungsversuch wurde die Hauptmenge des Apha- 
nins unveriindert wieder zuriickerhalten. Etwa 30 mg des analysenreinen, 
chromatographisch einheitlichen Carotinoids wurden in Benzinlésung 5 Stunden 
bei 45° mit athylalkoholischer Kalilauge behandelt. Nach der Entmischung 
mit Wasser verblieb der Farbstoff erwartungsgeméB in der Benzinphase, 
wihrend sich die alkalische Schicht kaum merklich gelb anfiirbte. Die 
Benzinlésung wurde nach der iblichen Vorbehandlung im Vakuum zur 
Trockne eingedampft und der feste Riickstand aus Benzol-Methanol um- 
krystallisiert. Schmelzp. 166° Da sich der Schmelzpunkt durch Umkrystall- 
sieren nur sehr langsam und unter groben Substanzverlusten steigern lieb, 
wurde die Substanz an Aluminiumoxyd adsorbiert und mit Benzol—Benzin (1:1) 
uachgewaschen, Dabei entstanden iiber und unter der tief violetten Haupt- 
zone einige verschiedenfarbige ganz schmale Zonen. Der Farbstoff der 
Hauptzone ergab nach dem ersten Umkrystallisieren den Schmelzp. 175°. 
Dieser erhéhte sich durch Wiederholung des Umkrystallisierens auf 176° 
(korr.) und blieb fortan konstant. Aus diesem Versuch ergibt sich, dab das 
Aphanin unverseifbar ist, durch die Einwirkung der Lauge aber teilweise 
zersetat wird. 

Mischchromatogramm von Aphanin und Aphanicin. Ein Gemisch 
ler beiden Pigmente wurde in Benzin gelést und an Aluminiumoxyd adsor- 
biert. Dureh Entwickeln des Chromatogramms mit Benzol-Benzin (1:1) lieBen 
| sic) zwei scharf getrennte Zonen erzielen. Der obere violette Bezirk ent- 
io | elt das Aphanicin, der untere dunkler violette das Aphanin. 


o Isolierung des Flavacins. Die gelborange gefiirbte schmale Zone V 
! ‘rv Tswettschen Siule enthielt das neue Carotinoid Flavacin, das ein 
o| @ sehr kurzwelliges Absorptionsspektrum besitzt. Auch diese Substanz mubte 
‘cks Reinigung zu wiederholten Malen an Aluminiumoxyd adsorbiert 
‘den. Das Eluat wurde nach Waschung mit Wasser und Trocknung mit 
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Natriumsulfat im Vakuum vom Lésungsmittel befreit und der dlige Ri 
stand mit wenigen Kubikzentimetern Benzin (25—35°) aufgenommen. 
Kiihlschrank schieden sich nach mehrtigigem Stehen an den GefiiBwandun 
farblose Begleiter aus. Das nach neuerlicher Adsorption, Elution und | 
fernung des Lésungsmittels zuriickbleibende Ol wurde mit wenig hei! 
Benzol aufgenommen und mit viel heibem Methanol versetzt. Beim 
kalten trat eine starke Triibung auf, die hauptsiichlich durch die 
scheidung farbloser Begleitstotfe hervorgerufen wurde. Von diesen wu 
abfiltriert. Aus dem Filtrat schieden sich dann im Kiihlschrank wieder 
farblose Nadeln aus, die im polarisierten Licht aufleuchteten. Da es 
diese Weise nicht gelang, das Flavacin krystallisiert zu erhalten, wu 
das Lésungsmittel bei vermindertem Druck abdestilliert, der Riickstand , 
Benzin aufgenommen und durch 14 Stunden bei Zimmertemperatur 
‘ithylalkoholischer Kalilauge behandelt. Nach der Entmischung mit Wa 
wurde die triibe Unterschicht abgelassen, die Benzinlisung wiederholt 
95°/, igem Methanol ausgeschiittelt, alkoholfrei gewaschen und getrockn«! 
Nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels im Vakuum verblieb ein gering 
fiigiger hellorangegelber, harziger Riickstand, der in sehr wenig Ben 
gelist und mit heiBem Methanol versetzt wurde. Aus dieser Lésung schie 
sich nach lingerem Stehen im Kiihlschrank kugelige, hellorangege 
Krystalle aus, die bei 144—145° schmolzen. Die Mutterlauge roch deutlich 
nach Jonon. Durch 4 maliges Umkrystallisieren konnte der Schmelzpunkt 
des Flavacins auf 155° (korr.) erhéht werden. Fiir eine weitere Reinigung 
reichte das Material leider nicht mehr aus. Zur Ermittlung des Spektruins 
mu man sehr verdiinnte Lésungen verwenden. Die optischen Schwerpunkt 
liegen in Benzin (70—80°) sehr scharf bei 459, 428 uu, in Schwefelkohl 
stoff bei 490, 457 (424) uu. 


A 


Isolierung des Carotins. Die in das Filtrat iibergefiihrten Farbsto 
der Zone VI wurden zwecks Entfernung von Begleitstoffen 15 Stunden 
Zimmertemperatur mit 5°/,iger iithylalkoholischer Kalilauge behandelt. Zu: 
Erzielung einer homogenen Lisung wurde absoluter Alkohol zugesetzt. 
Nach der Entmischung mit Wasser war die alkoholisch-alkalische Unt 
schicht nur schwach gelb gefiirbt. Die abgetrennte Benzinschicht wu 
wiederholt mit 80°/,igem Alkohol ausgeschiittelt, griindlich mit Wasse: 
ausgewaschen und getrocknet. Anschliebend wurde diese Liésung dur 
eine Calciumhydroxydsiiule filtriert. Im oberen Teil des Chromatogramms 
blieben braunorange gefirbte Carotinoide haften. Das 5-Carotin wurde | 
Benzin (70—80°) durchgewaschen, die adsorbierten Farbstoffe mit alkol 
haltigem Benzin eluiert, das Eluat alkoholfrei gewaschen, getrocknet und 
Pigmente nun an Aluminiumoxyd adsorbiert. Die Entwicklung des Chroma 
gramms erfolgte mit Benzol—Benzin (1:1). Dabei entstanden im wesentlichn 
die in Tab. [IV beschriebenen Zonen. 


Die Pigmente der Zonen 1, 2, 8 und 5 zeigten véllig verschwomm« 
Spektra, enthielten offenbar Zersetzungsprodukte. In Zone 4 waren ni 
veringe Mengen des sehr kurzwellig absorbierenden Flavacins enthalt 
der Farbstoff aus Zone 7 erwies sich als §-Carotin. Das Pigment « 
Zone 6 war in derart geringer Menge vorhanden, da von einer weitercn 
Untersuchung Abstand genommen werden muBte. Eine Anzahl der besch: 
benen Farbstoffe zeigt in iitherischer Lésung mit 30°/,iger Salzsiure e 
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Tabelle IV. 





S > r i HCl- y . . 

Spektrum in Reaktion | ¥crteilumg zwischen Benzin 
arbe ; ~sitigag 70--80° Meths 
Benzin Schwefel- in ithe- (OOo) Gat Meeinanel 

q 5) Lad ) » ° 
Zonen (T0—80 °) kohlenstoft rischer a la 
wu uu Lisung | 99 °/o1g 99 “/o18 
un- 459, 430 487, 455 blau geht zum Teil in die 
orange (verschwommen) ('ntersehicht 
» . . « | 487, 455, 427 518, 485, 452 ‘3 epipha- sehr wenig wandert 
unscharf unscharf sisch in die Unterschieht 
ett . . | 487, 455, 427/518, 485, 452 . i epiphasisch 
unscharf | unscharf 
459, 428 490, 457 |stark blau 
nge . . 4 497, 455, 422/489, 457, 424 ” 
unscharf | unscharf 
borange 481, 448 514, 482,442] negativ 
7 = be ad 
range . | 485, 452, 424/520, 484, 452 ‘ - es 











aufiirbung. MutmaBlich waren derartige mit Salzsiiure sich blaufiirbende 


emente dem von Kylin (a. a. O.) als Myxorhodin # bezeichneten Pigment 


igemengt. Die von mir isolierten Carotinoide Aphanin und Aphanicin 


igen diese Reaktion nicht. 


Das 8-Carotin, das sich in dem durch die Caleiumhydroxydsiiule durch 


rewasehenen Filtrat befand, wurde an Aluminiumoxyd adsorbiert und das 
1romatogramm mit Benzol-Benzin (1:1) entwickelt. Dabei konnten noch 
eitere Verunreinigungen (Farbstoffe mit verschwommenem Spektrum) entfernt 


‘rden. Zuoberst bildeten sich drei schmale Ringe aus von gelber, braunvioletter 


ind braunroter Farbe. Dann folgte die orange gefiirbte Hauptzone mit §-Carotin. 
ieses wurde mit alkoholhaltigem Benzin eluiert und nach der iiblichen Vor- 


hehandlung neuerlich an Calciumhydroxyd adsorbiert, wobei sich wiederum 


runreinigungen abtrennen lieBen. Vor der Elution wurde die Kalksiiule 
drei gleiche Teile zerlegt und die getrennten Elutionen auf ihr Spektrum 
tersucht. Alle 3 Partien ergaben das gleiche 9-Carotinspektrum. Die 


nzinelutionen wurden deshalb vereinigt und alkoholfrei gewaschen. Bei 
rmindertem Druck (N,-Strom) wurde dann das Loésungsmittel abdestilliert 


ind der feste Riickstand aus Benzol-Methanol umkrystallisiert. Ausbeute: 


24 mg 6-Carotin vom Schmelzp. 176°. Die Krystalle wurden 2mal mit 
icthanol ausgekocht und neuerlich aus demselben Lésungsmittelgemisch 


ikrystallisiert. Schmelzp. 181°. Nach 8 maliger Wiederholung der Aus- 


chung mit Methanol und Umkrystallisation erhéhte sich der Schmelz- 


nkt auf 184° (korr.). Spektrum in Schwefelkohlenstoft: 521, 485, 450 uu. 
r die Mikroelementaranalyse wurde das 9-Carotin nochmals aus Benzin 
—35°) umkrystallisiert und die konstant bei 184° schmelzenden Krystalle 
‘tunden iiber Phosphorpentoxyd bei 15 mm getrocknet. 

3,414 mg Subst.: 11,240 mg CO,, 3,240 mg H,0. 

oe: Ber. C 89,48 H 10,52 Gef. C 89,69 H 10,60. 

Das Filtrat VII (vgl. S. 121) wurde in gleicher Weise wie die Farb- 
tte der Zone VI behandelt. Nach der Verseifung wurden die Pigmente 
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der Benzinlésung an Aluminiumoxyd adsorbiert. Die Hauptzone ent) .\t 
noch §-Curotin. Bei der darauffolgenden Adsorption an Calciumhydro: \( 
wanderte eine ganz kleine Menge gelborange gefirbtes «-Carotin yo) 
Spektrum in Benzin (70—80 °): 477, 447 wu, in Schwefelkohlenstoff: 509, 477 | u. 
Bei der Verteilung zwischen Benzin und 95°/,igem Methanol verhielt o; 
sich rein epiphasisch. Fiir eine Analyse reichte die vorhandene Me 
nicht aus. 

Die Aufarbeitung des Pyridinextraktes B und des Alkoholextrakte. ( 
fiihrte zur Reindarstellung des hypophasischen Pigmentes Ap| 
nizophyll. 

Setzte man dem blutroten Pyridinextrakt unmittelbar nach seiner 
Bereitung Wasser zu, fielen daraus nach einiger Zeit rote Flocken ais. 
Diese Ausfillung unterblieb aber nach lingerem Stehen der Extrakte. Der 
in roten Flocken sich ausscheidende ungereinigte Farbstoff war in Benzin 
vollig unléslich und hinterlie’ beim Veraschen einen eisenhaltigen Riick. 
stand. Versuchte man das Pigment aus einer Aceton- oder Pyridinlésung 
in Benzin zu treiben, fiel es an der Beriihrungszone wieder aus. Spektrin 
des urspriinglichen Pyridinextraktes: 530, 494, 460 wu. 

Alle Versuche, diesen Farbstoff in seiner urspriinglichen (veresterten ? 
Form zur Krystallisation zu bringen, scheiterten. Deshalb wurde zuniiciist 
das Lésungsmittel unter vermindertem Druck bei 50° im N,-Strom ab- 
destilliert, der dlige Riickstand mit absolutem Athylalkohol aufgenommen 
und mit alkoholischer Kalilauge wiihrend 6 Stunden verseift. Die alka- 
lische Lésung wurde sodann mit Wasser verdiinnt und mit Essigsiiure 
schwach angesiiuert. Dabei entstand eine starke Triibung. Die Carotinoide 
wurden anschlieBend mit peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt. Sduerte man 
die alkalische Lésung nicht an, blieb eine bedeutende Menge der Farbstotte 
in der Unterschicht zuriick. ‘T'rieb man das Pigment aus neutraler Lésung 
durch Zusatz von viel Wasser in Ather, kehrte es zu einem betrichtlichen 
Teil beim Auswaschen mit Wasser in dieses zuriick, lieB sich aber nach 
Ansiiuern wieder in Ather iiberfiihren. Die wiBrige Lésung zeigte die 
Absorptionsmaxima: 516, 483, 453 wu. Die iitherische Schicht fiirbte sich 
beim Ausschiitteln aus schwach essigsaurer Lésung tief orangerot, wobei 
die alkoholisch-wiBrige Unterschicht fast den gesamten Farbstoff abgab. 
In der Atherphase schied sich ein amorpher, schwarzer, carotinoidfreic: 
Niederschlag aus, der abfiltriert wurde. Beim anschlieBenden Waschen 
schied die Atherliésung rote Flocken aus, die sich zum Teil fest an die 
GefiBwand anlegten. Sie wurden abfiltriert und in Pyridin gelést. Die 
siiurefrei gewaschene iitherische Losung wurde mit Natriumsulfat getrocknet, 
eingeengt und die gelésten Farbstoffe an frisch ausgegliihtes Natriumsulfat 
(puriss. siccum) adsorbiert. Dabei bildeten sich 2 Zonen aus. Wiihrend 
der Farbstoff der unteren, gelben Zone beim Nachwaschen mit Ather 
restlos in das Filtrat ging, wurde das Aphanizophyll in der oberen Zone 
festgehalten. Es lieB sich mit Methanol gut eluieren. Nach Entfernung 
des Liésungsmittels (Vakuum, N,-Strom) wurde der schmierige Riickstand 
zunichst mit Benzin (70—80°) ausgelaugt, anschlieBend zweimal mit Benzin 
30—50°) unter RiickfluB ausgekocht und schlieBlich mit warmem Aceton 
aufgenommen. Bis auf einen unbedeutenden braunolivfarbenen Rest 1é-te 
er sich darin auf. Die acetonige Lésung wurde eingeengt und schied beim 
Stehen im Kiihlschrank 86 mg bordeauxrote Krystalle aus. Schmelzp.: 15°’. 
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er die Polyenpigmente der Blaualge Aphanizomenon flos-aquae. I. 


Zeeks weiterer Reinigung wurde die Substanz zweimal mit peroxydfreiem 
ier ausgekocht, wieder aus Aceton umkrystallisiert, dann in Chloroform 
ve|ist und an Caleiumearbonat adsorbiert. Erst nach langem Nachwaschen 
Chloroform bildete sich ein Chromatogramm mit 4 roten Zonen aus. 
Die dunkellachsrot gefirbte Hauptzone wurde in 4 gleiche Teile geteilt 
{ die einzelnen Bezirke mit Methanol eluiert. 
Spektreskop die in Tab. V verzeichneten optischen Schwerpunkte. 





Farbe der Zone 


hellachsrot 
dunkellachsrot 





? 
lachsorange 


Krystallisation, noch 
Mitarbeiter) 


wihrend 11 Stunden 


schwer ldslich 


Tabelle V. 


Absorptionsmaxima in Methanol 


Ulu 
N07 466 438  unscharf 
501 469,5 440 
505 473 442 
506 474.5 443 
506 474,5 443 
505,5 4738 442 
508 472 440  unscehart 


Die Absorptionsmaxima der reinsten Partien 3b und 3c lagen in 
Chloroform bei .523, 487, 457 uu. Die Methanolelution dieses Bezirkes 
wurde im Vakuum zur Trockne gebracht und der feste Riickstand wieder 
aus Aceton umkrystallisiert. Ausbeute: 15 mg. Schmelzp.: 169—170°. Trotz 
der geschilderten ReinigungsmaBnahmen waren die Krystalle noch von 
farblosen Begleitstoffen durchsetzt. Diese konnten weder durch fraktionierte 
durch sehr starke Abkiihlung 
entfernt werden. 


Molekulargewichtsbestimmungen nach Rast zeigten keine gute Uber- 
Der Mittelwert aus 3 Bestimmungen betrug: 536. 
Die Pyridinlésung der im Scheidetrichter ausgefallenen roten Aphani 
‘hylifoecken wurde zur Trockne gebracht, der Riickstand wiederholt mit 
nzin (830—50°) ausgekocht und in der beschriebenen Weise weiter 


Der alkoholische Extrakt C wurde bei vermindertem Druck auf ein kleines 
lumen eingeengt, die Farbstoffe durch Zusatz von viel Wasser in Ather 
rieben und in dieser Lésung mit jithylalkoholischer Kalilauge verseift. 

alkoholisch-alkalische Unterschicht wurde stark verdiinnt, mit Essig- 


Die Elutionen zeigten im 


der Pyridinlésung 
Ihre Beseitigung gelang 
schlieBlich durch sehr oft wiederholtes Auskochen mit Benzin (830—50°) 
unter RiickfluB. Die Substanz wurde anschlieBend 
‘mal aus Chloroform umkrystallisiert, in dem sie auch in der Wirme nur 
Schliebliche Ausbeute an Aphanizophyll: 8 mg. 
Chloroform umkrystallisiert bildet es dunkelbordeauxrote, zu Rosetten ver- 
Schmelzp.: 172—173° (korr.). 
Methanol und Pyridin zeigen die Figg. 3 und 4. Spektra in verschiedenen 
Losungsmitteln vgl. 8. 119. 


3,149 mg Subst.: 8,100 mg CO,, 2,650 mg H,0. 
C 70,15 H 9,42. 


Die Krystallformen aus 
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siiure schwach angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Die Untersch 


die betriichtliche Mengen nicht zu den Carotinoiden gehérender Farbsi. i 
enthielt, nahm eine olivgriine Farbe an. Auch hier schied die atheris he 


Liésung beim Waschen mit Wasser rote Flocken aus, die ebenfalls 


Pyridin aufgenommen wurden. Die weitere Aufarbeitung der Lésungen er. 
folgte in der beschriebenen Weise. Aus diesen Partien sowie aus jen 


Mutterlaugen wurde noch eine kleine Menge Aphanizophyll erhalten. 
Die bei der Adsorption aus iitherischer Lésung an Natriums 
erhaltenen gelben Filtrate (S. 126) wurden im N,-Strom eingeengt und (de; 
Rest des Lésungsmittels bei vermindertem Druck abdestilliert. Dabei 
blieb ein betriichtlicher benzinléslicher, dliger Riickstand, der bei Zimme: 
temperatur erstarrte. Sein Spektrum war bis zur Unkenntlichkeit \ er 


schwommen. Das war auch schon unmittelbar nach Einbringung der Ale) 
der Fall, wie ein kleiner Vorversuch zeigte. Die Hauptmenge dieser Partie 


bildeten farblose Stoffe, die offenbar von Zersetzungsprodukten der Caro 


tinoide angefirbt waren. Die Substanz wurde einer Verteilung zwisc)en 
90°/,igem Methanol und Benzin (70—80°) unterworfen, wobei der iiber- 


wiegende Anteil in die Unterschicht wanderte. Eine Adsorption der Farbstoti 


der beiden bei der Verteilung gewonnenen Schichten an Aluminiumoxyé 
fiihrte im wesentlichen zur Ausbildung von hellbraun gefiirbten Zouen. 


aus denen kein krystallisierbares Carotinoid erhalten werden konnte. 


Mit Herrn Prof. Boresch danke ich aufrichtig der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft Berlin fiir die leihweise Uberlassung eines 
Gittermef-Spektroskopes nach Liéwe-Schumm. 
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Beitrage zur Kenntnis der Milchsiurebildung 
im Organbrei von Warmbliitern. 


Von 


W. Kutscher, G. Veith und W. Sarreither. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1937.) 


Die menschliche Placenta zeichnet sich durch einen auBer- 
ordentlichen Reichtum an alkalischer Phosphatase aus, wie 
0. Busse?) gezeigt hatte. Da die physiologische Bedeutung der 
Phosphatasen, vielleicht mit Ausnahme ihres Vorkommens im 
Knochen, noch unklar ist, kann man diese in zwei Richtungen 
suchen: entweder in der Beteiligung an irgendwelchen biologisch 
bedeutsamen Fieisetzungen von Phosphat aus organischer Bindung 
(wie es nach den Forschungen offenbar im Knochen und in der 
Niere der Fall ist) oder in einer Beteiligung an einer Bildung 
organischer Phosphorsiureester. Im letzteren Falle braucht man 
nicht einmal in erster Linie an eine Phosphorylierung des Gly- 
kogens zu denken; es ist méglich, daB die durch die Phosphatasen 
katalysierten Veresterungen in der Uberfithrung z. B. von Mono- 
sacchariden, Glycerin usw. in organische. Phosphorsiureester 
bestehen kénnen. 

Da die alkalische Phosphatase aufer in der Placenta be- 
sonders reichlich in der Niere und im Diinndarm vorkommt, 
wihrend z. B. schon der Dickdarm und der Magen im Vergleich 
dazu sehr arm sind, lag es nahe, die Bedeutung dieses Fermentes 
fiir die Placenta vor allem in irgendeiner (noch unbekannten) 
Beteiligung an den Stoffaustauschvorgiingen zwischen Mutter und 
Kind zu suchen. Eine Mitwirkung der Phosphatase an Prozessen 
des Kohlenhydratstoffwechsels dieses Organs erschien dagegen 
aus verschiedenen Griinden weniger wahrscheinlich. Um eine 
orientierende Vorstellung iiber den Umfang der iiber die be- 
kannten Kohlenhydratphosphorsiureester (vor allem Hexose- 
diphosphorsiiure) ablaufenden Abbauvorgiinge zu gewinnen, war 


1) Diese Z. 242, 271 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL{I. 9 
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Bestimmung der Milchsiurebildung in menschlicher Placents 


und Skelettmuskulatur zu ergiinzen. Die Bedeutung von orga. 


nischen Phosphorsiureestern in den in der Placenta ablaufendey 
Stoffwechselvorgingen soll spiter untersucht werden, um Beitriige 
fiir die Bedeutung des Phosphatasereichtums dieses Organes zu 
gewinnen. 

In der nachfolgenden T'abelle haben wir die von uns ge- 
messenen Milchsiiuremengen in menschlicher Placenta bzw. Skelett- 
muskulatur zusammengestellt; es kamen nur gesunde und frische 
Gewebe zur Untersuchung*). 


Tabelle 1. 








Seacsnetilbilae Placenta Menschliche Skelettmuskulatw ir 








Stunden | 0 & : 6 Stunden 0 | 2 4 
= l | ——— — — ———— maeicipia: 
Ver- {O, | 4,05 | 6,07 Ver- 0, 11,52 | 18,72 | 16,73 
suchI (Va | — | 7,47 such I | Va 25,98 | | 27,00 
Ver- {0O, | 4,03 | 5,94 Ver- 14,4 | 35,25 | 37,00 
such II {Va | — | 8,46 such II vi | 41,85 | 40,86 
| | | | 
Ver- O, | 6,66 | 10,26 Ver- 13,22 | 19,62 | 20,80 
such III |Va | — | 8,46 11,39 | such III | 21 °60 | 20,85 
Ver- [{0, 4,82 | 5,60 Ver | 21,15 | 22,80 | 23,65 
such IV | Va | +576 such IV vi ~- 23,10 | 24,75 
Mittelwerte. 





Gesamtmilchsiare | Milchs&urezunahme 
nach 2 Stdn. innerhalb 2 Stdn. 








O. 6,06 1,73 
) ‘s 2 ) ’ 
i lacenta . . . . . . . | Va 71,78 3,11 
; { 0, 24,09 9,05 
Skelettmuskel. . .. . \ Va 28,19 13,05 


*) Fujita, Biochem. Z. 197, 175 (1928): A. Loeser, Z. gynik. Urol. 
50, 368, 1819 (1926). 

*) Alle Angaben bedeuten Milligramm Milchsiiure pro 5 g Organbrei: 
O, bzw. Va bedeuten in Sauerstoff bzw. im Vakuum gebildete Milchsiiure. 


eine Bestimmung der Zymohexase durchgefiihrt worden, die recht 
geringfiigige Werte ergeben hatte. Wenn auch zugegeben werden 
mub, daB Messungen dieser Art mit mancherlei Fehlerquellen 
behaftet sind, so beanspruchte dieser Befund einiges Interesse in 
Zusammenhang mit der von verschiedenen Seiten getroffenen Fest. 
stellung, daB die Placenta durch eine betrichtliche anaerobe Glyko. 
lyse ausgezeichnet ist”). Ks war beabsichtigt, ihn durch vergleichende 
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Wie zu erwarten war, ist die Milchsiurebildung in der 
B Placenta viel geringer als im Skelettmuskel, was schon ‘deoek die 


jist. Es fallt aber auf, daB sie viel gréBer ist, als man eigentlich 
nach den Z ymohexasebestimmungen, die ja fiir die Placenta nur 
etwa 3/,5) der Menge des Skelettmuskels ergaben, erwarten sollte. 
Wie die Zusammenstellung der Mittelwerte zeigt, ist es dabei 
gleichgiltig, ob man beim Vergleich von der Gesamtmilchsiiure- 
menge ausgeht oder von den Milchsiiuremengen, die in den ersten 
2 Stunden gebildet werden; stets verhilt sich die Milchsiure- 
bildung im Placentargewebe zu derjenigen im Skelettmuskel wie 
1:4 bis 5. Milchséurebildung und Zymohexasegehalt zwischen 


- Placenta und Skelettmuskel unterscheiden sich also der GriéBen- 


ordnung nach, und mag man auch fiir den Skelettmuskel in 
Betracht ziehen, daB sein Zymohexasereichtum in enger Beziehung 
steht zu der auBerordentlichen Steigerung der Stoffwechselvorgiinge 


bei der Muskelarbeit, so gewinnt man doch den EKindruck, dab 
die groBen Unterschiede auch durch die Unvollkommenheiten 
der Fermentmethoden nicht ausgeglichen werden kénnen. 


Die Durchsicht der Milchsiurewerte der Tab. 1 zeigt aber 


| noch ein weiteres Ergebnis, das einer niheren Untersuchung be- 
' durfte. Es fallt auf, da®B der Unterschied zwischen der Milch- 
' siurebildung in Sauerstoff und derjenigen im Vakuum relativ 
' gering ist, wobei in beiden Fallen z. T. recht betrachtliche Mengen 
 Milchsiiure gebildet wurden. Man vermift eine mehr oder minder 
' vollstiindige Hemmung der Milchsiurebildung durch den Sauerstoff 
'in der Art, wie sie beim Rindsmuskel*) nachgewiesen wurde: in 
| Sauerstoff bleibt im Rindsmuskelbrei die einmal vorhandene 
 Milchsiuremenge iiber viele Stunden konstant, wahrend im 


Vakuum eine starke Milchsiurebildung stattfindet, die erst dann 


/ zum Stillstand kommt, wenn die Kohlenhydrate bis zu einem 
 bestimmten Minimum abgebaut sind. Es handelt sich hier um 
eine eindeutige Hemmung durch die Gegenwart des Sauerstoffs 


und nicht um eine Wirkung der Zellatmung‘), die durch einen 
kochbestiindigen Stoff vermittelt wird ). Mit einiger Berechtigung 


‘ , ‘ ° ° . . mee T 
darf man in dieser Erscheinung einen allgemein fiir den Warm- 


*) A. Hahn, E. Fischbach u. H. Niemer, Z. Biol. 91, 53 (1930); 


49, 298 (1984). 


‘) Vgl. hierzu E. Boyland, Biochem. Z. 237, 418 (1931). 
) A. Hahn u. E. Niemer, Z. Biol. 97, 195 (1936). 


Q* 
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bliittermuskel charakteristischen Vorgang sehen. Fiir die Fort. 
fiihrung unserer Arbeit war es wiinschenswert die experimentelley 
Bedingungen zu kliren, unter denen im Organbrei des Warn. 
bliiters Milchsiiurebildung im Sauerstoff stattfindet bzw. gehemmt 
wird. 

Wegen der auferordentlichen Schwierigkeiten, mit denen die 
Beschaffung von frischer und einwandfreier menschlicher Musku. 
latur verbunden ist, war es notwendig, fiir die weitere Unter. 
suchung der oben erwihnten Erscheinung Skelettmuskulatur von 
leicht zu beschaffenden Versuchstieren zu verwenden. Um aber 
methodische Zufilligkeiten auszuschlieBen, fiihrten wir zuerst 
einige Versuche mit Rindsmuskelbrei durch, die folgendes Er. 
gebnis zeitigten: 

Tabelle 2. 


Rindsmuskelbrei, hergestellt mit einer Fleischhackmaschine (Siebplatte 1,5 mu 
Lochdurchmesser). Zeit: 2 Stunden nach halbstiindiger Vorperiode. 








esa 0 ee ae 18,87 | 25,02 10,81 18,20 | 30,19 
| eee 20,21 31,46 16,20 17,62 | 26,72 
Sea 39,36 | 38,92 33,20 28,91 | 52,51 


Von 5 Versuchen zeigen 3 in Sauerstoft innerhalb der Fehler. 
grenzen eine vollige Konstanz bzw. eine kleine Abnahme der 
Milchsiurewerte; im Vakuum dagegen zeigen alle Versuche eine 
betrichtliche Milchsiiurebildung, die bei 3 Versuchen bis zu einer 
Verdopplung der Milchsiiuremengen gegenitiber den Sauerstoffwerten 
geht. Auf die Ausfiihrung einer gréBeren Anzahl von Versuchen 
mit Rindsmuskelbrei konnte verzichtet werden, da ja obige Er- 
gebnisse durch zahlreiche Versuche [a. a. O.*) u. °)] belegt sind. 


Unter den gleichen Versuchsbedingungen fiihrten wir eine 
gréBere Anzahl von Versuchen mit Brei aus Meerschweinchen- 
muskulatur aus, die im nachfolgenden wiedergegeben werden. 
Wegen der geringen Menge des verfiigbaren Materials mubte 
meistens zur Zerkleinerung mit der Schere gegriffen werden, 
welche bis zu einer TeilchengréBe durchgefiihrt wurde, die an- 
nihernd derjenigen des mit der Maschine hergestellten Breis 
entsprach. Nur bei den Versuchen 4, 5 und 6 konnte eine Zer- 
kleinerung mit der Maschine stattfinden. 

DasErgebnis ist hier ganz anders: nicht nur im Vakuum, sonder? 
auch in Sauerstoff findet in allen Versuchen eine deutliche, went 
auch meist geringe Zunahme der Milchsiure statt. In 3 Ver- 
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eve 


Tabelle 3. 


Meerschweinchenmuskelbrei; 
Versuchsdauer: 2 Stunden nach halbstiindiger Vorperiode. 












































Seve eee ee bet of ef tT 8 fo | 20 
L, | — | 20,05} 24,08 | 30,40 | 20,25 | 31,68 | 27,03 | 28,14 | 33,60 | 24,03 
Q, | 24,89 | 22,96 | 26,08 | 35,32 | 25,02| 34,1 | 30,24 | 29,50 | 35,13 | 26,60 
Va | 29,46 | 26,13 | 30,53 | 36,05 | 25,34 | 33,84 | 38,49 | 31,69 | 39,41 | 31,39 


' suchen (4, 5 und 6) von 10 sind Sauerstoff- und Vakuumwerte 
' sogar nahezu gleich, in den iibrigen Versuchen enthalten die 
| Vakuumwerte etwa 10—27°/, mehr Milchsiure als die Sauerstoff- 
: werte. Einige orientierende Versuche zeigen ein ‘ihnliches Ver- 
-halten der Milchsiurebildung auch im Muskelbrei der Katze und 


beim Kalb. 
Tabelle 4. 


1 Brei hergestellt mit einer Fleischmaschine (Siebplatte 1,5 mm Lochdurch- 


messer). Versuchsdauer: 2 Stunden nach halbstiindiger Vorperiode. 

















Katze Kalb Kalb Kalb 
Se. Se ey 31,80 37,89 24,95 26,43 
Cae 35,75 40,10 31,64 40,02 
_ er 38,74 42,35 33,16 37,20 


Wie sind diese Unterschiede im Verhalten der Milchsiiure- 


| bildung im Muskelbrei verschiedener Warmbliiter zu erkliiren? 
‘Unsere anfingliche Vermutung, daB es sich entweder um eine 
}ungentigende Anaerobiose in den Vakuumansiitzen oder um un- 
| zureichende O,-Mengen in den Sauerstoffansitzen handelt, konnte 


leicht ausgeschlossen werden: weder eine VergréBerung des zur 
Verfiigung stehenden O,-Volumen noch eine Erhéhung des O,- 
Druckes und Herabsetzung des Volumens der Suspensionsfltissig- 
keit zwecks Verbesseruug Q Sauerstoffdiffusion verhinderten die 
Milchsiurebildung in den O,-Ansitzen. Aber auch eine Ver- 
stirkung der Anaerobiose (durch Zusatz von KCN bzw. durch 
Ausfiihrung des Versuches in CO-Atmosphiire oder durch sorg- 
filtige Evakuierung mit der Hochvakuumpumpe bis zum spek- 
troskopisch festgestellten Verschwinden der Oxyhiimoglobinstreifen) 
tiihrte nicht zu einer stiirkeren Milchsiurebildung in den Vakuum- 
ansiitzen. Es konnte sich auch nicht um ein vorzeitiges Aut- 
héren der anaeroben Milchsiiurebildung wegen Erschépfung der 


| Kohlenhydratvorriite handeln: einige Bestimmungen der Gesamt- 
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kohlenhydrate in Ansiitzen mit relativ geringer Milchsiuredifferen, 
zwischen O, und Vakuumversuch ergaben, dab in den Vakuun. 
ansitzen der Tab. 3 am SchluB des Versuches noch eine Gesant. 


kohlenhydratmenge entsprechend 22—30 mg Glukose pro 5 ¢| 


Muskelbrei vorhanden ist. Wie groB daran der Anteil des yer. 
girbaren Kohlenhydrats bzw. des Glykogens ist, kann auf Gruni 
einer Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate natiirlich nicht ent. 
schieden werden. 

Wie im nachfolgenden gezeigt werden soll, lassen sich die 
Versuche der Tab. 3 nur dahin deuten, daB im Muskelbrei von 
Meerschweinchen im Gegensatz zum Rindsmuskel auch in Sauer. 
stoff regelmaBig eine mehr oder weniger betrichtliche Milch. 
siurebildung stattfindet. Der hemmende EinfluB des Sauerstofi 
iuBert sich hier nicht in einer Konstanthaltung der Milchsiiure. 
werte, sondern nur in einer mehr oder minder bedeutender 
Herabsetzung der Geschwindigkeit der Milchsiurebildung. 
ergibt sich damit die weitere Frage, ob es sich itiberhaupt um 
gleichartige Vorgiinge handelt. 

In den Versuchen der Tab. 3 kommt diese Tatsache noch 
nicht so deutlich zum Ausdruck, weil die Milchsiurezunahme 
gegentiber den Leerwerten L, allgemein nicht sehr groB ist; die: 
ist aber darauf zuriickzufiihren, daB hier in Analogie zu det 
Rindsmuskelversuchen als Ausgangswert fiir den Vakuum- und 
O,-Ansatz derjenige Milchsiiurewert dient, der nach einer halben 
Stunde Schiitteln aller Ansiitze in O, bei 37° erreicht wurde. 
Innerhalb dieser halben Stunde vollzieht sich aber im Meer. 
schweinchenmuskelbrei der gréSte Teil der Milchsiurebildung. 
die nach 2 Stunden praktisch zum Stillstand gekommen ist, wie 
nachfolgende Tabelle zeigt: 


Tabelle 5. 
Meerschweinchenmuskelbrei; alle Ansitze in O,; Vakuumwerte siné 
nicht wiedergegeben, da sie das gleiche Ergebnis zeitigten. 
































0’ 30’ 60’ 120’ 360° 
Vee as 2 ws 18,64 24,03 — 26,08 26,60 
Versuch2...... 20,10 24,01 — 24,89 25,20 
Verpaen 8... ... 12,14 23,54 24,60 26,28 26,32 
VOR es a es 21,05 31,68 32,50 34,15 _ 


Geht man daher von einem Leerwert aus, der die Milchsiure- 
konzentration sofort bei Vermischen des Muskelbreis mit der 
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Milchsiurebildung im Organbrei von Warmbliitern. 


: Pufierlésung wiedergibt und miSt nunmehr die gesamte innerhalb 
' der ersten 21/, Stunden nach Zusatz der Pufferlésung gebildete 
a ' Milchséure, so zeigt es sich eindeutig, daB die Milchsaurebildung 


sowohl in Sauerstoff wie im Vakuum betrichtlich ist. 


Tabelle 6. 


Versuchsdauer 2'/, Stunden; Versuchsbeginn (= L,): sofort nach Ver- 


mischen mit der Pufferlésung. 























L,. . - | 19,20 15,65 9,79 18,52 19,16 

O,. . . | 35,80 28,91 22,35 24,72 30,63 

; Va ..| 38,70 32,41 25,238 31,56 38,31 
| Milchsiure- a. 16,60 13,26 12,56 11,20 7,68 
bildung in | Va .. 19,50 16,76 15,44 18,04 19,15 


Es ist nun mdglich, weitere experimentelle Befunde bei- 
ubringen, die zur Deutung des Verhaltens der Milchsiurebildung 


| im Muskelbrei des Meerschweinchens unter aeroben Bedingungen 
_ herangezogen werden kénnen. Bei der Durchsicht unserer Milch- 
' siurewerte fallt auf, daB der Unterschied zwischen aerober und 
' anaerober Milchsiurebildung stark schwankt. 
_ achtungen findet man auch bei anderen Autoren, 
| Boyland [a. a. O. *)], dessen Versuchsanordnung mit der unserer 
F Tab. 
' scheinung nachzugehen, vor allem deswegen, 
' wihnt, drei Versuche der Tab. 3 iiberhaupt keinen Unterschied 
| zwischen aerober und anaerober Milchsiurebildung ergaben. Das 
' waren gerade die Versuche, bei denen die Meerschweinchen so 
| gro® waren, da’ ein Zerkleinern der Muskulatur mit der Fleisch- 
_ maschine méglich war. 
der Milchsiurebildung im Muskelbrei des Meerschweinchens in 


Ahnliche Beob- 
so z. B. bei 


Wir sahen uns veranlaBt dieser Er- 
weil, wie schon er- 


3 vergleichbar ist. 


Wir untersuchten daher das Verhalten 


Abhingigkeit von der Art der Zerkleinerung (vgl. Tab. 7). 
Bei der Durchsicht der Versuche 1—3 fallt sofort der groBe 


| Unterschied auf, der zwischen der Milchsiurebildung im mit der 
| Maschine (Siebplatte 1,5 mm) bzw. mit der Schere hergestellten 
| Muskelbrei_besteht. 


Im ersten Fall sind aerobe und anaerobe 
Milchsiurebildung fast gleich gro8; zerkleinert man aber die gleiche 
Muskulatur mit der Schere, so wird der Unterschied zwischen 
den Milchséurewerten in Sauerstoff und denen im Vakuum be- 
deutend. Dieses verschiedenartige Verhalten der Milchsaurebildung 
kommt dadurch zustande, daB im Maschinenbrei die Milchsaure- 
hildung in Sauerstoff regelmiBig gréBer und im Vakuum kleiner ist 


t 
a 
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Tabelle 7. 

Versuchsdauer: 2 Stunden; Maschine 4,5 mm bzw. 1,5 mm bedeutet. 
dab eine Siebplatte mit Offnungen dieses Durchmessers verwendet wurde, 
Fiir jeden Versuch wurde die gesamte Skelettmuskulatur ein und desselhey 
Tieres verwendet; sie wurde mit einigen Scherenschnitten grob zerteilt und 
gut durchgemischt. Dann wurde sie in mehrere anniihernd gleiche und 
gleichartige Portionen unterteilt und, wie jeweils angegeben, zerkleinert, BH | 







































































Versuch 1. Versuch 2. 
Zerkleinerung |Maschine}] Schere | Schere \Maschine Schere | Schere J 
Art 1,5 mm | mittel grob || 1,5 mm fein grob | 
—_ _ — — | 207 21,05 | 17,30 = 
oS 4 ap 27,0 31,9 | 25,0 22,80 | 24,71 i ° 
Va.| 28,8 39,6 42,§ 26,8 83,21 | 3220 He, 
Milchsiure-{O, . — — | 4,8 1,75 7,4 . 
bildung in |Va . — — — | 6,1 12,15 14,9 i, 
Va-O, 1,8 12,6 10,4 1,8 10,40 7,5 p 
Versuch 3. | Versuch 4. 
———— eee —— ( 
Zerkleinerung Maschine| Maschine}] Schere 1 Schere | Schere 
Art 4,5mm | 1,5 mm fein fein |sehr fein J % 
—— — a — = —o _ - = re — 4 
re 21,6 19,1 20,9 14,1 14,7 i 
O,...{| 24,8 28,2 24,0 | 17,5 20,2 4 
aa 36,4 29,7 35,3 29,3 26,8 . | 
Milchsiiure-{O, . .. 3,2 9,1 3,1 3,4 5,5 | 
bildung in|Va... 14,8 10,6 14,4 15,2 12,1 
Va-0,. 11,6 1,5 11,3 11,8 6,6 
als im mit der Schere erhaltenen Muskelbrei. Verwendet man 
nur die Schere, so bekommt man einen fiir die Messung der & | 
Milchsiurebildung unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
offenbar optimalen Zerkleinerungsgrad. Unter diesen Bedingungen 
zeigen die Milchsiiurewerte der einzelnen Versuche eine iiber- & - 
raschende Ubereinstimmung sowohl in den jeweils gebildeten Mengen | 
wie auch in der GréBe der Differenz zwischen aerober und anaerober 
Milchsiurebildung. Allerdings miissen weitere Untersuchungen & : 


zeigen, ob es sich hier um eine regelmaéBig reproduzierbare oder 

mehr zufallige Erscheinung handelt. Ist die Zerkleinerung zu 

grob (Teilchen gréBer als 5 mm, Versuch 1 und 2) so wird die 

aerobe Milchsiurebildung wieder deutlich gréBer, was wohl auf 

die durch den zu groBen Teilchendurchmesser erheblich erschwerte 

O,-Diffusion zuriickzufiihren ist. : 
Des weiteren versuchten wir zu entscheiden, ob dieses ver- 

schiedenartige Verhalten der Milchsiurebildung nur eine Folge 
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des mit der Maschine erreichten kleineren Teilchendurchmessers 
ist oder ob beim Durchtreiben durch die Maschine noch eine 
gusitzliche Zellschadigung durch Quetschung bewirkt wird. Zu 
diesem Zwecke wurde einerseits in Versuch 3 Muskulatur mit der 
Maschine grob zerkleinert (Teilchendurchmesser 4,5 mm) und ver- 
glichen mit der gleichen Muskulatur nach feiner Zerkleinerung. 
Andrerseits wurde versucht, den mit der Maschine (Siebplatte 1,5 mm) 
erhaltenen Zerkleinerungszustand auch mit der Schere zu er- 
reichen (Versuch 4). Wie man sieht, verhilt sich die Milchsiure- 
bildung im grob mit der Maschine zerkleinerten Muskelbrei genau 
so wie bei feiner Zerkleinerung mit der Schere; aber auch mit der 
Schere wird bei gentigend weit getriebener Zerkleinerung (Versuch 4) 
ein Zustand erreicht, wie er fiir den mit der Maschine (1,5 mm) 
erhaltenen Brei charakteristisch ist: Zunahme der Milchsiiure- 
bildung in Sauerstoff, verbunden mit einer Abnahme im Vakuum. 
Dem in Versuch 4 mit ,,sehr fein“ bezeichneten Zerkleinerungsgrad 
entsprechen auch die in der Tab. 3 und 4 wiedergegebenen Ver- 
suche, da entsprechend den Angaben der Literatur®) groBer Wert 
auf eine médglichst sorgfiltige Zerkleinerung gelegt wurde. Das 
Ergebnis der Versuche 3 und 4 Tab. 7 scheint also im Sinne der 
Annahme zu sprechen, daB die im mit der Maschine fein zer- 
kleinerten Muskelbrei besonders charakteristisch in Erscheinung 
‘retende Anderung des Verhaltens der Milchsiurebildung eine 
Folge zu weitgehender Zerkleinerung ist. Doch kénnen wir die 
Moglichkeit einer zusitzlichen Zellschidigung durch Quetschung 
vorlaufig nicht ausschlieBen, da wir den Eindruck haben, daf 
keine restlose Ubereinstimmung in der Milchsiurebildung zwischen 
dem mit der Schere und mit der Maschine etwa gleich fein 
zerkleinerten Muskelbrei besteht sowie daB Unterschiede auftreten, 


je nachdem man eine scharfe oder stumpfe Schere verwendet. 


Es muB dabei allerdings in Betracht gezogen werden, daB der 
Vergleich beider Zerkleinerungsarten miteinander unsicher ist, da 
man auf Schitzungen angewiesen ist, und da wohl auch bei scheinbar 
sroBter Ubereinstimmung die Zerkleinerung mit der Maschine 
sicher viel gleichmiBiger ist. AufSerdem wird sich eine Zell- 
schidigung durch Quetschung bei feinerer Zerkleinerung wohl 
stirker auswirken als bei gréberer. 

Zusammenfassend kénnen wir die fiir die Methodik der Glykolyse- 
untersuchung im Muskelbrei des Warmbliiters sicher bedeutsame 


®) O. Meyerhof, Pfliigers Arch, 175, 24 (1919); 188, 129 (1921). 
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Feststellung treffen, daB die Erreichung einer méglichst feinen 
Zerkleinerung nicht die giinstigsten Bedingungen gewihrleistet, 
und daB es wahrscheinlich nicht gleichgiiltig ist, welche Art der 
Zerkleinerung angewendet wird’). 


Die hier beschriebene Erscheinung, daB bei einer geniigend 
feinen Zerkleinerung der Muskulatur der Unterschied zwischen 
anaerober und aerober Milchsiurebildung verschwindet, stellt 
offenbar einen Fall einer Hemmung der sogenannten Pasteurschen 
Reaktion®) dar. Ob es sich um eine spezifische Hemmung handelt 
oder nicht, kénnen wir auf Grund unserer Versuche natiirlich 
nicht entscheiden. Dazu hatte noch eine Messung des Sauerstoff- 
verbrauchs ausgefiihrt werden miissen, die fiir die Fragestellung 
dieser Arbeit entbehrlich war. Wir sind allerdings geneigt, dies 
zu bejahen, da man wohl mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen 
darf, daB die Atmung auch bei dem feinsten Zerteilungsgrad 
entweder nicht oder nicht wesentlich gelitten hat, wenigstens fiir 
die Versuchszeiten der Tab. 7 [vgl. dazu auch a. a. O. *)]. Das geht 
sowohl aus den in der Literatur enthaltenen Angaben iiber die 
Atmung von Warmbliitermuskelbrei &hnlichen Zerkleinerungs- 
grades wie auch aus den Untersuchungen von Warburg hervor’): 
er zeigte bekanntlich, da8 die Atmung nicht so sehr an die Un- 
versehrtheit der ganzen Zelle, wie an die ,,Mikrostruktur“ derselben 
gebunden ist. Gerade an Meerschweinchenorganen konnte er 
zeigen, daB noch etwa 40°/, der Atmung des unversehrten Organes 
an die aus dem Zellverband losgeliésten Zellgranula gebunden sind. 
In umseren Versuchen mit feinster Zerkleinerung des Meer- 
schweinchenmuskels sind wir natiirlich von einer derartig weit- 
gehenden Zerstérung der Zellstruktur noch recht weit entfernt 
und doch ist die Pasteursche Reaktion praktisch aufgehoben. 
Doch kann fiir die Beurteilung des Verhaltens der Milchsiure- 
bildung im Meerschweinchenmuskelbrei in diesem Zusammenhang 
von dem Verhalten der Atmung abgesehen werden; denn Sauerstoft 
war jedenfalls in geniigender Menge vorhanden. Daf er trotzdem 
die aerobe Milchséurebildung nicht (wie im Rindsmuskelbrei) ver- 
hindert hat trotz annihernd gleichem Grad der Strukturzerstérung. 


‘) Bzgl. Froschmuskulatur vgl. O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 
135 (1921). 

8) Vgl. dazu K. C. Dixon, Biological Reviews of the Cambridge 
Philosoph. Soc. 12, 481 (1937). 
*®) O. Warburg, Pfliigers Arch. 154, 599 (1913); 158, 19, 189 (1914). 
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scheint uns mit der Annahme einer reinen hemmenden Wirkung 
durch die bloBe Gegenwart des Sauerstoffs schwer vereinbar zu 
sein, um so mehr, da letzteres Phinomen gegen Strukturzerstérung 
sehr wenig empfindlich zu sein scheint: so iiberdauert es ein 
Auswaschen des Muskelbreis mit Phosphatpuffer und ein nach- 
heriges scharfes Auspressen desselben ohne eine Beeintrichtigung 
gu erfahren [a. a. QO. °)]. Von der Wirkung der Atmung auf die 
Milchsaiurebildung in Warmbliitergeweben ist aber bekannt, daB 
sie gegeniiber Schidigungen sehr empfindlich sein kann (vgl. z. B.: 
Kk. Negelein, Biochem. Z. 165, 122 (1925)]. Andrerseits wiire 
vielleicht die Méglichkeit zu erwigen, da die in einem Gewebsbrei 
aus Warmbliterorganen unter den jeweiligen experimentellen 
Bedingungen auftretende Differenz zwischen der aeroben und 
anaeroben Milchsiurebildung nicht auf eine einheitliche, sondern 
auf verschiedenartige Ursachen zuriickzufiihren ist, wobei je nach 
Tierart (oder Organ) die eine oder andere Ursache mehr im Vorder- 
srund stehen kénnte. 

Der gréBte Teil der Milchsiiurebildung im Muskelbrei des 
Meerschweinchens vollzieht sich nach Tab. 5 in der ersten halben 
Stunde, d. h. direkt im AnschluB und als Folge der Zertriimme- 
rung der Muskelstruktur. (Dies gilt allerdings mit der Kinschrinkung, 
dab der zeitliche Verlauf der Milchsaéurebildung unter den Be- 
dingungen der Zerkleinerung mit der Schere noch nicht untersucht 
werden konnte.) Es schien uns daher notwendig die Méglichkeit 
in Betracht zu ziehen, daB die stiirmisch einsetzende, traumatische 
Milchséurebildung viel weniger durch die Gegenwart oder Ab- 
wesenheit von Sauerstoff beeinfluBt wird. Aus diesem Grunde 
legten wir Wert darauf den EinfluB des Sauerstoffs in einer Periode 
zu untersuchen, in der sich beziiglich Temperatur, O,-Versorgung usw. 
konstante Verhiiltnisse eingestellt hatten, was in den Versuchen 
der Tab.3 und 4 durch }/, stiindiges Schiitteln aller Ansitze 
in Sauerstoff (bei 37°) erreicht werden sollte. Das hat aber 
den Nachteil, daB die Messung in die Periode einer sehr stark 
verlangsamten Milchsiurebildung fallt. Die Ursache des Aufhérens 
der Milchsiurebildung schien uns aber in erster Linie nicht in 
einer Erschépfung der Kohlenhydratvorrite, sondern in einem 
anderen Vorgang zu liegen: wir dachten an eine Ausschaltung 
der Adenylsiure (und damit der Adenosintriphosphorsiure) durch 
Desaminierung. Nach den von Meyerhof und Lohmann”) sowie 


*) Naturw. 19, 575 (1931). 
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von I, K. Parnas?) entwickelten Vorstellungen wirkt die Adenosin- 
triphosphorsiure bei der Glykogenolyse als Phosphatiibertriger 
wobei die entstehende Adenylsiure durch Phosphorbrenztrauben- 
siure bzw. durch Phosphokreatin rephosphoryliert wird. Ver- 
langsamt sich aus irgendeinem Grund letztere Reaktion, so wird 
die sich anhaufende Adenylsiiure durch Desaminierung zerstir‘. 
womit die Milchséurebildung zwangsliufig zum Stillstand kommt. 
Die Richtigkeit obiger Annahme vorausgesetzt, miiBte es gelingen, 
durch Zusitze von Adenylsiure mit oder ohne Glykogen die im 


Tabelle 8. 


Alle Ansitze wurden zuerst '/, Stunde in O, geschiittelt und dann 
Adenylsiure (A.S.) bzw. Glykogen (Glyk.) zugegeben; daneben lief stets ein 
Kontrollansatz ohne Zusiitze. In den Versuchen 1—5 war die Muskulatur 
mit der Maschine (Siebplatte 1,5 mm), in Versuch 6 und 7 mit der Schere 
(mittel bis grob) zerkleinert worden; die Versuchsdauer war bei Versuch 1 
und 2 2 Stunden, sonst wie angegeben. 


















































;}u |u|] —- | AS. | A.S. + Glyk. Glyk. 
Ver- {0, 18,36 | 20,25 | 25,02 | 27,36 89,24 ste 
such 1 | Va 25,34 | 28,08 39,24 -- 
9 F 
Ver- { O, | 21,6 | 31,6 | 33,1 | 35,46 44,46 aa. 
such 2] Va 33,8 36,18 43,02 bie 
2 Stunden | 4 Stunden 
Li i» *F oak ere 
— |AS.+Glyk.] — |A.S. + Glyk. 
Ver- { O, | 18,18 | 25,17 | 24,6 49,09 26,82 58,68 
such 3 | Va — 58,86 59,40 
Ver- { O, | 12,6 | 18,7 | 21,0 40,7 _ 89,2 
such 4 | Va 21,2 39,7 — — 
-_ 1 Stunde | 2 Stunden 
L L, ee > agree nan 
‘ ; AS.+Glyk. | — | AS.+Glyk. 
Ver- { 0, 19,2 80,8 42,6 29,85 46,27 
such 5} Va 43,2 30,35 47,25 
Ver- { O, 19,8 26,3 47,6 27,9 44,1 
such 6 | Va 51, 40,0 52,5 
Ver- { O, 9,7 17,4 29,9 21,9 47,9 
such 7 | Va 48,1 37,8 58,0 

















1) Ergeb. der Enzymforschung 6, 57 (1937). 
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Meerschweinchenmuskelbrei zum Stillstand gekommene Milchsiiure- 
bildung wieder in Gang zu bringen. Wie Tab. 8 zeigt, unter- 









































ss » suchten wir den EinfluB von Adenylsiure und von Glykogen 
iY. allein sowie von beiden zusammen auf die Milchsiurebildung 
rd — im Meerschweinchenmuskelbrei, wobei die Zerkleinerung sowohl 
rt. mit der Maschine (Siebplatte 1,5 mm) wie auch mit der Schere 
it, erfolgte. 

no - Unsere Versuche zeitigten folgendes Ergebnis: setzt man nur 
m [— Adenylsiure zu, so beobachtet man stets eine Zunahme von Milch- 


siure, die allerdings recht klein ist. Die Wirkung des alleinigen 
Glykogenzusatzes ist weniger einheitlich; bei Zusatz nach 30 Minuten 


11 ( langem Schiitteln fand meistens keine Mehrbildung an Milchsiure 
in J mehr statt*). Zusatz an einem friiheren Zeitpunkt (nicht wieder- 
ur @@ gegeben) fiihrte zu einer mehr oder weniger deutlichen Zunahme 


der Milchsiiure, wobei die zeitlichen Faktoren offenbar eine Rolle 
| spielen. In unserem Zusammenhang war aber nur die Feststellung 
—  wesentlich, daB man das Wiedereinsetzen einer kraftigen und 
einige Zeit anhaltenden Milchsiurebildung erst dann bekommt, 
wenn man gleichzeitig Adenylsiure und Glykogen zusetzt. Es er- 
folgt dann eine Zunahme der Milchsiure z. T. um 100°/, und 
mehr der Gesamtmilchsiiure, die in den Kontrollansitzen ohne 
Zusitze gemessen wird. Diese Steigerung der Milchsiure findet 
nicht nur statt bei schonender Herstellung des Muskelbreis mit 
der Schere, sondern auch bei feinster Zerkleinerung mit der 
Maschine, und zwar auch dann, wenn die Milchsdurebildung schon 
villig aufgehért hat (Versuch 3, 4 und 5), so daB eine Schadigung 
des glykolytischen Systems durch die Zerkleinerung wohl aus- 
geschlossen werden kann. Mit voller Deutlichkeit zeigt sich aber, 
da8 die Milchsiurebildung auch in den spiiteren Versuchsperioden 
qualitativ gleichartig verliuft: dort, wo im Anfangsstadium kein 
Unterschied zwischen aerober und anaerober Glykolyse bestand, 
ist er auch bei der zusitzlichen Milchsiurebildung nicht fest- 
zustellen. Bei den Versuchen 6 und 7 (Schere) mit starker Hem- 
mung der Milchsiurebildung in Sauerstoff ist dagegen auch die 
zusiitzliche Glykolyse in Sauerstoff viel kleiner als im Vakuum. 
Diese letzten Versuche zeigen auBerdem deutlich, dab auch unter 
diesen experimentellen Bedingungen (Zerkleinerung mit der Schere) 
die Wirkung des Sauerstoffs auf die Milchsiurebildung im wesent- 
lichen in einer Herabsetzung der Geschwindigkeit besteht. 


*) Nur ein Versuch wiedergegeben. 
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Zusammenfassend kénnen wir also feststellen, daB im Muskel- 
brei des Meerschweinchens nicht nur in der Anaerobiose, sondern 
auch im Sauerstoff Milchsiure gebildet wird; die Tatsache, dag 
die Glykolyse aerob kleiner ist als anaerob beruht unserer An- 
sicht nach auf einer Herabsetzung der Geschwindigkeit der Milch- 
siurebildung. Wir begniigen uns dabei bewuBt mit der Wieder- 
gabe der experimentellen Befunde und verzichten vorliutig daraut, 
ihnen eine Deutung im Sinne einer der bekannten Erklarungen 
der Pasteurschen Reaktion [vgl. auch a.a.O.%)] zu geben, da die 
bisher von verschiedenen Seiten beigebrachten experimentellen 
Tatsachen vieldeutig sind und unserer Ansicht nach eine klare 
Entscheidung in dem einen oder anderen Sinn keinesfalls zulassen, 


Methodisches. 


1. Placentaversuche: beziiglich Verarbeitung von Placenten zu Brei, 
vgl. a. a. O. *). 

2. Skelettmuskulatur: Rindsmuskulatur wurde frisch vom Schlachthaus 
bezogen und sofort verarbeitet. Die menschliche Muskulatur stammt von 
Amputationen von GliedmaBen aus der hiesigen chirurgischen Klinik; es 
wurde nur vollig einwandfreie Muskulatur, enthnommen aus dem gesunden 
Teil, verwendet. Bei den Meerschweinchen wurde sofort nach dem Toten 
des Tieres die gesamte Skelettmuskulatur sorgfiltig abpripariert und zu 
Brei verarbeitet. Zur Zerkleinerung wurden entweder kleine sehr scharfe 
chirurgische Scheren oder eine gewoéhnliche Fleischhackmaschine ver- 
wendet. 

3. Ausfiihrung der Versuche: im nachfolgenden geben wir die Methodik 
fiir die Meerschweinchenversuche wieder; sie gilt sinngemi8 auch fiir alle 
anderen: 

Je 5g Muskelbrei werden in Reagenzgliiser mit 120—150 cem Inhalt 
eingewogen und mit 25 cem m/25-Phosphatpufter py 7 vermischt. Die Rea- 
genzgliser wurden mit durchbohrten Gummistopfen, versehen mit einem 
Glasrohr, verschlossen. Ein Ansatz wird sofort durch Zugabe von Sublimat- 
Salzsiure unterbrochen = L,. Alle anderen Ansiitze werden mit der Wasser- 
strahlpumpe evakuiert, mit Sauerstoff aus einem Gasometer gefillt und im 
Wasser eines Thermostaten */, Stunde lang bei 37° geschiittelt; dann wird 
ein weiterer Ansatz unterbrochen = L, und die Vakuumansiitze mit der 
Wasserstrahlpumpe und kurze Zeit mit der Hochvakuumpumpe evakuiert, 
worauf sie wieder in den Thermostaten kommen und weitere 2 Stunden bzw. 
wie jeweils angegeben, geschiittelt werden. 

Bei den Zusatzversuchen wurden alle Ansiitze aus dem Thermostaten 
herausgenommen und nach Zugabe von Glykogen und Adenylsiiure schnell 
mit der Wasserstrahlpumpe evakuiert. Dann wurde ein Teil der Ansiitze 
mit Sauerstoff gefiillt, der andere Teil noch kurze Zeit mit der Hoch- 
vakuumpumpe evakuiert und alles wieder in den Thermostaten gebracht. 

Es wurde darauf geachtet, daB simtliche Manipulationen in méglichst 
kurzer Zeit beendet wurden; so bendtigten wir fiir die Arbeitsvorgiinge 
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vom Téten des Tieres bis zum Einbringen der Ansitze in den Thermostaten 
nie mehr als */, Stunden; fiir den zweiten Vorgang nach der Unterbrechung 
des L,-Wertes bendtigten wir auch bei den gréBeren Versuchsreihen nur 
etwa 15—20 Minuten (Zusatzversuche), bei den kleineren Versuchsreihen 
natiirlich viel weniger. 

Bei den Zusatzversuchen wurden diejenigen Reagenzgliser, welche 
die Zusitze erhalten sollten, von Anfang an nur mit 20 cem Phosphatpuffer 
versetzt; nach */, stiindigem Schiitteln im Thermostaten wurden 5 cem einer 
2,5°/, igen Auflésung von Glykogen in m/25-Phosphatpuffer und 5 cem einer 
Auflésung von 50 mg Muskel-Adenylsiure (von der Firma Henning, Berlin) 
in Wasser, die durch Natriumbicarbonat neutralisiert war, zugegeben. Zur 
Neutralisation von 50 mg Muskeladenylsiiure braucht man 18 mg analysen- 
reines Natriumbicarbonat. 

Die Unterbrechung aller Ansiitze erfolgte durch EnteiweiSung nach 
Embden, Zugabe von 20 cem 4°/,iger Salzsiiure und 40 cem gesittigter 
Sublimatlésung. Die Weiterverarbeitung wurde nach den Angaben von 
Hahn, Z. Biol. 91, 53 (1930) ausgefiihrt. Zur Bestimmung der Milchsiure 
bedienten wir uns der Methode von Friedemann, Cotonio und Shaffer, 
J. of Biol. Chem. 73, 353, 359 (1927). 
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Uber die Phosphorylierung von Glykogen durch Hefeausziige }) 
(8. Mitteilung iiber die Enzyme der Girung.) 


Von 
Anton Schiiffner und Hermann Specht. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1937.) 


Schon vor lingerer Zeit?) konnte die Feststellung gemacht 
werden, da sich Glykogen bei der Einwirkung von Phosphat bei 
Anwesenheit von Hefeausziigen anders verhilt wie Glucose. Glucose® 
wird phosphoryliert zu Hexosemonophosphat durch ein kompli- 
ziertes Enzymsystem, das aus Cozymase, Apodehydrase, Mg-Ionen 
und emer Enzymkomponente besteht, die als Hexosephosphatese 
zu bezeichnen ist. Die Phosphorylierung ist abhiingig von einer 
gleichzeitig stattfindenden Oxydation des Triosephosphorsiureesters 
zu Phosphoglycerinsiure. Aus diesem Grunde ist ein Zusatz von 
Trioseester oder einer Substanz, aus der dieser Kérper gebildet 
werden kann, notwendig. 

Bei Verwendung von Glykogen ist dieser Zusatz von Triose- 
ester zu entbehren. Diesem Befunde haben wir zuniichst keine 
groBe Bedeutung beigemessen, in der Annahme, da8 der Phosphor- 
gehalt des Glykogens fiir die intermediiire Bildung des Triose- 
phosphorsiureesters selbst verantwortlich zu machen sei. Aber 
auch phosphorfreies Glykogen, das wir zufillig in die Hand _ be- 
kamen, ist phosphorylierbar ohne Zusatz des Trioseesters und - 
wie sich weiterhin herausstellte — ohne Zusatz von Cozymase. 
Hexosephosphatese und Mg-lonen. 

Wenn man Macerationssaft von Trockenhefe einer schnellen 
Dialyse bei 0° unterwirft, verliert er zuniichst die Fahigkeit, 
Glucose zu phosphorylieren; diese kann aber durch Zusatz yon 


*) Vorgetragen vor der Chemischen Gesellschaft in Prag am 9. No- 
vember 1937. 

2) A. Schiffner u. H. Berl, Diese Z. 288, 111 (1936). 

3) A. Schiffner, 7. Mitt., Diese Z. 248, 159 (1937). 
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Cozymase und Mg-Ionen zu einem groBen Teil wiedergewonnen 
| werden. Dagegen wird Glykogen — wie aus dem Versuch 1 des 
| Versuchsteiles hervorgeht — fast gleich gut phosphoryliert, ob 
' man nun frischen oder dialysierten, cozymasefreien Macerationssaft 
'yerwendet. Zur Phosphorylierung von Glykogen sind weder Co- 
-zymase noch Magnesiumionen notwendig. 
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Aus friiheren Versuchen*%) wissen wir, daB diejenige Kompo- 
nente des Hexosephosphorylierungssystems, die wir Phosphatese 


' nannten, sehr empfindlich gegen Alkali ist: 3 stiindiges Stehen bei 


p,, = 8,6 vernichtet sie vollkommen. Aus dem Versuch 2 geht 


| hervor, daB sowohl frischer, als auch dialysierter Macerationssaft, 
| wenn letzterer nur mit Cozymase und Mg-Ionen ergiinzt worden 
| ist, Glucose sehr gut zu phosphorylieren vermag, da’ aber durch 
| Alkalibehandlung dieses Vermégen vernichtet wird. Ganz anders 
| verhailt sich hierbei die Glykogenphosphatese; fast ungeschmilert 


bleibt die Phosphorylierungskraft gegeniiber Glykogen bei der 
Alkalibehandlung erhalten. 

Zur Phosphorylierung von Glykogen ist also weder die Hexose- 
phosphatese noch das Dehydrasesystem der Cozymase nétig. Die 
Glykogenphosphatese ist nicht alkaliempfindlich; sie ist auch in 


| den der Dialyse unterworfenen Macerationssaften viel bestindiger 


als das Phosphorylierungssystem fiir Glucose. 8 Tage im Eisschrank 


| aufbewahrter Macerationssaft verliert die Fahigkeit, Glucose auch 


nach Zusatz von Cozymase, Mg-lonen und Glycerinextrakt aus 


| Trockenhefe (Hexosephosphatese) zu phosphorylieren, wihrend 


Glykogen durch das gealterte und dialysierte Enzymmaterial allein 
noch recht gut zur Synthese verwendet werden kann. Beim Stehen 
des Macerationssaftes wird die Apodehydrase, die zum Zustande- 
kommen der Glucosephosphorylierung notwendig ist, wahrschein- 
lich durch Einwirkung proteolytischer Enzyme allmiahlich ver- 
nichtet (Versuch 3 des Versuchsteiles). 

Auch mit einem anderen Phosphorylierungsmechanismus, der 
in Hefeausziigen vorkommt und dessen Enzymkomponente die 
sogenannte Phosphorylase ist, ist die Glykogenphosphatese nicht 
identisch. Die Phosphorylase ist ebenfalls — Ahnlich wie die 
Hexosephosphatese — sehr alkaliempfindlich*). Alkalibehandelter 
dialysierter Macerationssaft, der Glykogen phosphoryliert, vermag 
keine Phosphatumesterung von Adenosintriphosphat auf Glucose 
herbeizufihren und umgekehrt kénnen Phosphorylaselésungen 


‘) E. Bauer, Diese Z. 242, 29 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 
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Glykogen weder direkt mit anorganischem Phosphat noch nach 
Zugabe von Adenosintriphosphat durch Umesterung phosphorylierey 
(Versuch 4 des Versuchsteiles). 

Gleichsinnig mit den Ergebnissen der Enzymtrennung sind 
die Ergebnisse der Vergiftungsversuche mit Jodacetat und Arsenat, 
Von beiden Substanzen wei8 man, daB sie die Glucosephosphory.- 
lierung quantitativ unterbinden®). Die Glykogenphosphorylierung 
wird nicht oder nur unbedeutend beeinfluBt (Versuch 5). 

Ks gelingt also auf verschiedenen Wegen, das Enzymsysten, 
das fiir die Glykogenphosphorylierung verantwortlich zu machen 
ist, frei von dem Glucose phosphorylierenden System zu gewinnen, 
Und umgekehrt ist es auch méglich, durch fraktionierte Fallung 
des urspriinglichen Macerationssaftes mit Aceton zu Fraktionen 
zu kommen, die wohl Glucose nach ergiinzendem Zusatz der 
fehlenden Komponenten, nicht aber Glykogen zu phosphorylieren 
vermégen. Man kann beide Enzymsysteme voneinander trennen: 
sie sind miteinander nicht identisch und sind es offenbar auch 
nicht in einer ihrer Komponenten (Versuch 6). 

Identisch sind aber die Produkte der Phosphorylierung beider 
Kohlenhydrate: in beiden Fallen wird Hexosemonophosphat iso- 
liert, wenn man dafiir Sorge tragt, daB diese Substanz keiner 
weiteren enzymatischen Umsetzung anheimfallt. Zunichst findet 
man, daB bei der Phosphorylierung von Glykogen gleichzeitig eine 
Glykogenolyse eintritt und da diese unverhiltnismaBig gréBer ist, 
wenn bei Gegenwart von Phosphat gearbeitet wird als bei Ab- 
wesenheit von Phosphat (Versuch 7). Das sieht zunichst so aus, 
als ob Glykogen zuerst phosphoryliert und das Phosphoglykogen 
in einer zweiten Reaktionsstufe einer schnelleren Glykogenolyse 
unterworfen wiirde. Vergleicht man die Menge Phosphat in Molen, 
die im Verlauf der Reaktion in organische Bindung iibergefiihrt 
wird, mit der Zunahme des Reduktionswertes — ausgedriickt in 
Molen Glucose —, so sieht man ebenfalls, daB die Phosphory- 
lierung im Anfangsstadium der Reaktion sckneller vor sich geht — 
nimlich mehr wie doppelt so schnell — als die Glykogenolyse, 
wihrend es spiter zu einer ziemlichen Proportionalitaét zwischen 
beiden Vorgingen kommt. 

Die praparativen Isolierungsversuche, die noch nicht ab- 
geschlossen sind, haben indes bisher ergeben, daB Phosphoglykogen 





5) A. Schaffner u. H. Berl, Diese Z. 288, 111 (1936). A. Schaffner 
u. F. Krumey, Ebenda 243, 149 (1936). 











1er 





* rs 
eR 
aS; 
a 
BRS 
GE 
Re 
+ 
4 
a8 
Be, 


Uber die Phosphorylierung von Glykogen durch Hefeausziige. 147 
nicht zu isolieren ist; das aus dem Reaktionsgut wiedergewonnene 
Glykogen erwies sich als phosphorfrei. Dagegen konnte als End- 
produkt der Glykogenphosphorylierung Hexosemonophosphat iso- 
liert werden (Versuch 8). Dieser Befund berihrt sich mit Ergeb- 
nissen der Lemberger Schule‘), die bei der Glykogenolyse im 
Muskel erhalten werden konnten. Zwischen Phosphorylierung und 
Glykogenolyse besteht also ein enger Zusammenhang, ohne dab 
das Wesen dieses Zusammenhanges mit Sicherheit erklirt werden 
kinnte. Es wird Aufgabe weiterer Untersuchungen sein miissen, 
diese Art der Glykogenolyse zu studieren, um damit auch gleich- 
zeitig dem Wesen der damit in Verbindung stehenden enzymatischen 
Synthese niiher zu kommen. Hs ist von Interesse, an dieser Stelle 
darauf hinzuweisen, daB in tierischen Organen wie in der Leber 
und in den Leukocyten nach Willstitter und Rohdewald’) 
Amylasen vorkommen, die ,phosphaterfordernd* sind. Es ist an- 
zanehmen, daB die Wirkung der phosphaterfordernden Amylasen 
tierischer Organe eine ihnliche ist wie die der phosphaterfordernden 
Glykogenase der Hefe. 

Gleichgiiltig aber, wie sich dieser Zusammenhang zwischen 
Phosphorylierung und Glykogenolyse auch aufkliren lassen wird, 
sind die erhobenen Befunde von einiger Bedeutung in Hinblick 
auf eine kiirzlich erschienene Arbeit von Willstatter und Rohde- 
wald§) iiber die erste Phase der Girung durch Hefe. Willstatter 
und Rohdewald finden bei der Girung durch lebende Hefe 
,den in den ersten Minuten verschwundenen Zucker in Form von 
Glykogen in der Hefezelle zu 90—-100°/, angereichert“. Die erste 
Phase der Hexosegirung durch lebende Hefe ist danach Glykogen. 

Bei Anwendung von zellfreien Hefeextrakten findet man bei 
der Vergirung von Glucose kein Glykogen (Versuch 9). Daraus 
den Schlu8 zu ziehen, daB die zellfreie Girung im Gegensatz 
zur Zellg’rung nicht iiber Glykogen fiihrt, wire indes nicht be- 
rechtigt. Es kénnte im zellfreien System ein gleichmiBigerer 
Beginn aller Reaktionen stattfinden als in der Zelle, Glykogen 
als Zwischenstufe nur in so geringen Mengen auftreten, daB sein 
Nachweis nicht gelingt. Tatsichlich kann man auch schon in 
den ersten Minuten eine starke Phosphorylierung beobachten. 


*) P. Ostern, J. A. Guthke u. J. Terszakoweé, Diese Z. 245, 9 (1936). 
7, R. Willstaétter u. M. Rohdewald, Diese Z. 221, 13 (1933); 229, 
255 (19384). 
8) R. Willstaitter u. M. Rohdewald, Diese Z. 247, 269 (19387). 
10* 
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Glykogen wird durch zellfreien Hefeextrakt mit einer Geschwin- 
digkeit vergoren, die von der, mit der Glucose vergoren wird, 
nicht allzustark abweicht, wenn auch die Angirung im Falle des 
Glykogens langsamer eintritt. Auch findet man bei Arsenat- 
zugabe den Aktivierungsefiekt bei der Vergiérung beider Kohlen- 
hydrate ihnlich, ein Befund, der darauf schlieBen laBt, daB die 
Vergirung von Glucose und Glykogen durch das zellfreie System 
wenigstens #i den Reaktionen identisch ist, die durch Arsenat 
beschleunigt werden (Versuch 10). Eine Glucosegirung, die iiber 
die Stufe des Glykogens fiihrt, wiire demnach mdglich. 

Die Ergebnisse der hier mitgeteilten Trennungsversuche der 
beiden Phosphorylierungssysteme der Glucose und des Glykogens 
schlieBt indes u. EK. diesen Weg aus. Glucose kann _phos- 
phoryliert werden in Systemen, in denen die Polyose nicht 
angegrifien wird. Und umgekehrt wird Glykogen in Hexose- 
monophosphat iibergefiihrt in Systemen, in denen die Monose 
unangegriffen bleibt. Die Glucosephosphorylierung hat mit der 
Glykogenphosphorylierung nichts zu tun; man kann _beide 
Enzymsysteme voneinander trennen, d. h. aber, daB der Weg 
von Glucose zu Hexosemonophosphat in den Systemen, durch 
die Glykogen nicht angegriffen wird, auch nicht itiber Glykogen 
fihren kann. Die Vergirung von Glucose mittels zell- 
freien Hefeausziigen geht — mindestens zu einem groBen 
Teil — nicht iber Glykogen. 

Man kame demnach zu folgendem Schema: 

Glucose ——-> Glykogen ——> Hexosemonophosphat { a a gu 


Glucose -—-> Hexosemonophosphat Girbeginn durch 
(induziert durch die Oxydation von Trioseester) zellfreie Extrakte. 


Die Feststellung, da8 in zellfreien Extrakten ein anderer 
Weg zu Hexosemonophosphat fiihrt, als in der lebenden Zelle, 
rihrt an das Problem, wie weit iiberhaupt von Ergebnissen, die 
mit zellfreiem Material erreicht werden, auf Vorginge in der 
Zelle geschlossen werden darf. Wenn auch diese Schliisse mit 
aller Vorsicht gezogen werden miissen, so wiirde es unseres Er- 
achtens zu weit gehen, den Reaktionen, die in vitro festgestellt 





*) Dabei setzen wir allerdings stillschweigend voraus, daB Géirung 
auch in der Zelle ausschlieBlich iiber die Hexose- bzw. Triosephosphor- 
siureester fiihrt und ziehen nur diese Reaktionswege in Betracht. Die 
Méglichkeit, daB in der Zelle noch eine andere Art der Girung existiert, 
kann bisher nicht ausgeschlossen werden. 
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werden kénnen, jeden biologischen Sinn abzusprechen. Es ist so 
out wie ausgeschlossen, daB bei der Isolierung aus der lebenden 
Zelle ein ganz neuer Apparat von Enzymen auftritt. Viel wahr- 
scheinlicher ist es, da8 dabei ein Enzym verloren geht oder 
daB die Konzentrationsverhiltnisse der Enzyme geiindert werden. 
So darf man auch in unserem Falle annehmen, daB alle Phos- 
phorylierungsmechanismen, die in vitro nachgewiesen werden 
konnten, auch in der lebenden Zelle eine Rolle zu spielen 
haben, daB aber entweder die Verkettung der Phosphorylierungs- 
mechanismen eine besonders geartete ist, die wir nicht kennen 
und die in zellfreien Extrakten gestiért ist, oder daB die lebende 
Zelle die verschiedenen ihr zur Verfiigung stehenden Wege der 
Phosphorylierung einschlagen kann, je nach dem Bediirfnis und 
der ZweckmaBigkeit. 

Ks wird deshalb ein weiterer Beitrag zur Liésung des 
Problems der alkoholischen Girung sein, wenn es gelingt, die 
Hefe unter solchen Bedingungen zu fiihren, in denen die Ver- 
girung nicht oder nicht so ausschlieBlich iiber Glykogen geht, 
wie es unter. den Bedingungen von Willstitter und Rohde- 
wald der Fall war. Und andererseits ist der Versuch zu 
machen, aus der lebenden Hefe den Enzymkomplex zu isolieren, 
der Glucose iiber die Stufe des Glykogens zu vergiiren vermag. 
Kin Teil dieses Enzymsystems liegt in den zellfreien Extrakten 
aus Trockenhefe bereits vor. 


Versuchsteil. 


Versuch 1. 


Phosphorylierung von Glucose und Glykogen 
durch frischen und dialysierten Macerationssaft. 


Der Ansatz von 5 ccm enthilt 50 mg Glucose bzw. Glykogen, 2,35 mg P 
und 0,2 cem frischen Macerationssaft bzw. die entsprechende Menge dialy- 
sierter Enzymlésung, die Ansitze zur Glucosephosphorylierung auberdem 
0,5 eem Hexosediphosphat, entspr. 83 mg organisch gebundenen Phosphor. 
Py = 7,0, 7 = 30° Angaben bedeuten mg P-Schwund im ganzen Ansatz 
wihrend der Versuchszeit von 1 Stunde. 





mg P-Schwund durch 





ees | ~ dialys. Macerationssaft 


: | 
Enzymsystem frischen | dialysierten | 














Macerationssaft | Macerationssaft ie iocun 6. 
Glucose . . 2,10 0,00 | 1,170 





| 
Glykogen . 0952 | oOg52 | 0,852 
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Versuch 2, 


Wirkung der Alkalibehandlung 
auf die Glucose- und Glykogenphosphorylierung. 


Ansatz wie im Versuch 1. Zur Alkalibehandlung wird die Enzym- 
lésung mit Natriumbicarbonat-Sodamischung auf py = 8,6 eingestellt und 
bei diesem py 3 Stunden bei Zimmertemperatur belassen; hierauf wird wit 
Essigsiure neutralisiert. 











Die Wirkung auf 


Glucose 
mg P-Schwund 





Glykogen 
mg P-Schwund 





( vor der Alkali-— 





| 
Frischer behandlung 1,365 | 0,884 

Macerationssaft h der Alkali- 
"halal: 0,000 | 0,722 

Dialysierter vor der Alkali- | | 
Mavevitionanett behandlung { 0,785 | 0,852 

+ Cozymase ) nach der Alkali- 

+ Mg-Ionen behandlung 0,000 | 0,702 


Versuch 3. 


Wirkung der Enzymalterung 
auf die Glucose- und Glykogenphosphorylierung. 


Ansatz wie im Versuch 1. Als Enzymlésung wurde ein dialysierter 
Macerationssaft vor bzw. nach 8-tigigem Stehen im Eisschrank angewandt. 








Die Wirkung auf 








Glucose _ Glykogen | 
mg P-Schwund | mg P-Schwund 
Macerationssaft ie | 
+ Cozymase | vor der Alterung 0,785 | 0,852 
1g-Ionen | 
-t- ae nach der 39 0,000 | 0,693 
aus Trockenhefe | 
mee ges nach der Alterung 0,000 | 0,685 


Versuch 4, 
Phosphorylase und Glykogenphosphatese. 


Priifung auf Phosphorylasewirkung: In einem Ansatz von 5 ccm: sind 
enthalten: 0,40.cem Adenosintriphosphat, entspr. 0,424 mg Gesamt-P und 
0,282 mg 7 Minuten-P, 1 ecm 0,1 mol. Glucoselésung bzw. 30mg Glykogen 
0,1 ccm 0,1 mol. MgSO, und die Enzymlésung. py =7,0, T= 30% Zur Be- 
stimmung wird 1 ccm des Ansatzes mit 1ecm 2 n-HCl im EinschluBréhrehen 
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7 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Angaben bedeuten Abnahme 
des: 7 Minuten-P wahrend der Einwirkungszeit von 1 Stunde. 


Priifung auf Phosphorylierung: Wie im Versuch 1. Angaben be- 
deuten mg P-Schwund im ganzen Ansatz. 











Glycerinextrakt aus Dialysierter und alkali- 
Trockenhefe inaktivierter Macerationssaft 
Zur Messung der Zur Messung der 


Phosphorylase- | Phosphorylie- | Phosphorylase- | Phosphorylie- 
wirkung 0,1 cem| rung 0,5 cem | wirkung 0,1 ccm} rung 0,2 ccm 








Glucose 0,152 | 0,000 0,000 | 0,000 
Glykogen 0,000 0,000 0,000 0,752 








Versuch 5D. 


EinfluB von Jodacetat und Arsenat auf die Glucose 
und Glykogenphosphorylierung. 


Ansatz wie in Versuch 1. Als Enzymmaterial diente frischer Mace- 
rationssaft. Angaben bedeuten P-Schwund im ganzen Ansatz von 5 ccm. 
Die P-Bestimmung bei Anwesenheit von Arsenat wurde nach Pett*) aus- 
gefiihrt, 














Unter Zusatz von Jodessigsiure| Unter Zusatz von 
—_ Pes einen : ovate 0,5 ccm 0,1 mol. 
Zusatz 25mg | 5mg 10 mg Na-Arsenat 
rey 
Glucose. . . 1,463 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 
Glykogen. . 0,507 0,507 0,442 | 0,403 0,425 











Versuch 6. 


Darstellung des glucosephosphorylierenden Systems 
frei von dem glykogenphosphorylierenden System. 


Gewinnung der Enzymfraktion: Kurz dialysierter Macerationssaft 
wird einer Fillung mit Aceton unterzogen; die erste Fraktion, gefdallt bei 
einer Acetonkonzentration von 30°/,, wird verworfen, die Hauptfraktion, 
gefallt bei einer Acetonkonzentration von 60°/,, zeigt auf Glykogen keine 
Wirkung mehr, wihrend Glucose nach ergiinzendem Zusatz der fehlenden 
Komponenten phosphoryliert wird. 

In den Glucoseansiitzen sind enthalten: 50 mg Glucose, 1 ccm Cozymase 
(etwa 20 Co.E.), 0,5 cem Hexosediphosphatlésung, entspr. 3 mg org. geb. 
Phosphates, 0,5 ccm 0,1 mol. MgSO, und die in der Tabelle angefiihrten 
Knzymkomponenten. 

In den Glykogenansitzen sind auBer Phosphat und den Enzym- 
komponenten nur 50 mg Glykogen enthalten. 





* L. B. Pett, Biochemic. J. 27, 1672 (1933). 
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Volumen der Ansiitze 5ccm. py =7,0, 7= 30°. P-Gehalt zu Beginn 
des Versuches in allen Ansiitzen 2,2 mg P. Angaben bedeuten P-Schwund 
im ganzen Ansatz wihrend der Versuchszeit von 1 Stunde. 

















0,5 cem Glycerinextr. : ped oe SPs 
25 mg Trocken-| aus Trockenhefe, | BT a, 
praparat 0,5 cem Zymohexase a 
’ Muskel 0,5 cem Zymohexase 
— ee aus Muskel 
Glucose. . . 0,00 0,00 0,780 
Glykogen. . 0,02 0,00 0,025 











Versuch 7. 


Zusammenhang zwischen Glykogen-Phosphorylierung 
und Glykogenolyse. 


Ansatz I enthilt in einem Volumen von 26 cem 200 mg Glykogen, 
2cem dialysierten Macerationssaft und Phosphat, entspr. 7,4 mg P. Im 
Ansatz II wird die Zugabe von Phosphat unterlassen, der durch den ge- 
ringen Phosphatgehalt der Enzymlésung bedingte P-Gehalt des Ansatzes 
betrigt 0,936 mg P. py = 7,0, 7’ = 30° 

Die Glykogenolyse wird nach der EnteiweiBung mit Trichloressig- 
siure nach Willstitter-Schudel in einem Anteil, der 1,5 ccm des An. 
satzes entspricht, gemessen. Der gemessene Jodverbrauch wird in Milli- 
gramm Glucose umgerechnet”*). 














Zeit in Minuten ........ | 10 | 30 | 65 | 120 
Ansatz I. 
Phosphorylierung: 
mg P-Schwund im ganzen Ansatz . 1,235 2,691 3,523 4,170 
Glykogenolyse: 
mg Glucose im ganzen Ansatz. . . 2,9 10,5 18,87 26,0 
Verhiltnis von Mol verestertem P » 
zu Mol entst. Glucose _ — ae “es 














Ansatz II. 
Phosphorylierung: 
mg P-Schwund im ganzen Ansatz . 0,00 0,070 0,156 0,208 
Glykogenolyse: 
mg entst. Glucose im ganzen Ansatz 0,00 0,170 4,26 8,66 

















*) Man muB8 dabei allerdings darauf aufmerksam machen, daB diese 
Umrechnung nicht exakt ist, da das vermutlich entstehende Hexosemono- 
phosphat nach Willstitter-Schudei nur zu 70°, des Glucosewertes 
reagiert. 
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Versuch 8. 


Isolierung von Hexosemonophosphat bei der Glykogen- 
phosphorylierung. 


In einem Volumen von 50 ccm sind enthalten 400mg Glykogen, 
60 mg P, 25 cem dialysierter Macerationssaft. py = 7,0. Nach Ablauf von 
4 Stunden waren 28,9 mg P in organische Bindung iibergefiihrt. Der An- 
satz wurde hierauf mit 2 g Trichloressigsiiure versetzt und von dem dabei 
entstandenen EiweiBniederschlag abzentrifugiert. 


34cem der Restlésung werden mit 7 ccm gesiittigter Bariumacetat- 
ljisung und mit so viel Barytwasser versetzt, da’ Phenolphthalein rosa 
gefirbt wird. Vom Niederschlag wird abzentrifugiert, die Restlésung mit 
Bleisubacetat gefallt; der dabei entstandene Niederschlag mit H,S zersetzt. 
Aus der Lésung wird der Schwefelwasserstoff durch Luft vertrieben, die 
Lisung mit Baryt alkalisch gemacht und mit Quecksilberacetat gefillt. 
Bildung eines sehr geringen Niederschlages, von dem abzentrifugiert wird. 
Die Lésung wird mit H,S entquecksilbert; H,S im Luftstrom vertrieben 
und das Barium mit verdiinnter H,SO, gefillt. In der Lésung befanden 
sich 15,36 mg P (78°/, der theoretisch méglichen Menge), die als Ca-Salz 
der Hexosemonophosphorsiure abgeschieden werden konnten. P-Gehalt 
des Ca-Salzes gef. 9,75, ber. 9,81. 


Versuch 9. 
Versuch zum Glykogennachweis bei der zellfreien Girung. 


In einem Ansatz von 25 cem sind enthalten: 100 mg Glucose, 2 ecm 
0,1 mol. MgSO,, Phosphat, entspr. 8,2 mg P, 2 cem Hexosediphosphat, 
entspr. 12 mg P, 2 cem Cozymaselésung und 0,8 ccm Macerationssaft. 


Zur Bestimmung des Glykogens werden 2ccm des Ansatzes mit 
2cem 60°/,iger Kalilauge versetzt, Isolierung erfolgt nach Pfliiger. Nach 
der Siurehydrolyse der Polyosen mit H,SO, wird die entstandene Glucose 
nach Willstitter-Schudel bestimmt. 





| Verbrauch an ccm 
Zei : x 

eit 0,01n-Jod in |. P-Schwund 

in Minuten § |[ gey Titrationsprobe |#@ ganzen Ansatz 


0 0,20 os 








2 0,20 0,8 
5 0,25 1,4 
10 0,20 2,7 
20 0,30 3.7 


Versuch 10. 
Vergirung von Glykogen durch zellfreie Extrakte. 


Der Glucoseansatz besteht aus 5 ccm Macerationssaft, 5 cem Co- 
zymaselésung, 2 ccm Hexosediphosphat, entspr. 12 mg org. geb. P, 2 ccm 
0,2 mol. sek. Phosphat, 1 cem 0,1 mol. MgSO, und 90 mg Glucose. 
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Zum Glykogenansatz werden verwandt 125mg Glykogen; die Zugabe 
des Hexosediphosphates entfillt. Wolumen in beiden Fallen auf 20 ccm 
aufgefillt. 7’ = 36°. 
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Partialsynthese des Ergobasins, 
eines natiirlichen Mutterkornalkaloids 
sowle seines optischen Antipoden. 


3. Mitteilung iiber Mutterkornalkaloide ’). 


Von 


Arthur Stoll und Albert Hofmann. 
(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium ,,Sandoz‘‘ Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1937.) 








In der Zusammenstellung der einheitlichen Mutterkornalkaloide, 
' die in der ersten Mitteilung dieser Reihe angefiihrt wurden?), fallt 
| der groBe Unterschied in der MolekiillgréBe auf, der zwischen den 
_ Alkaloidpaaren der sogenannten Ergotoxin—Ergotamingruppe einer- 
| seits und dem Isomerenpaar Ergobasin—Ergobasinin andererseits 
| besteht. Ergotoxin—Ergotinin und Ergocristin—Ergocristinin be- 
| sitzen die Zusammensetzung C,.H,,O,N,, Ergotamin—Ergotami- 
| nin C,,H,.O,N., Ergosin—Ergosinin C,,H,,O,N,, wihrend Ergo- 
' basin—Ergobasinin die Bruttoformel C,,H,,0,N, zukommt. Dem 
| kleineren Molekiil verdankt das Ergobasin wohl seine Wasser- 
| léslichkeit, die es von den Alkaloiden der Ergotoxin—Ergotamin- 
| gruppe, die in Wasser fast unlislich sind, unterscheidet. Der 
_ Wasserléslichkeit und dem spirlichen und unregelmaBigen Vor- 
' kommen in der Droge (aus 1 kg Mutterkorn wurden maximal 
| 60 mg Ergobasin gewonnen) ist es wohl zuzuschreiben, daB das 
| Ergobasin den Forschern lange Zeit entgangen ist und daB erst 
systematisch nach einem wasserléslichen wirksamen Stoff des 
| Mutterkorns gesucht wurde, als der englische Gynikologe Ch. Moir?) 
| 1932 nachwies, daB waBriger Mutterkornextrakt auf den puerperalen 
| Uterus der Frau auch dann noch eine rasche und starke Wirkung 
_ entfalten kann, wenn die Alkaloide der Ergotoxin—Ergotamin- 
gruppe darin fehlen. Durch Zusammenarbeit von Moir mit dem 


eS 


1) 2. Mitteilung, Diese Z. 250, 7 (1937). 
*) A. Stoll und EK. Burckhardt, Diese Z. 250, 1 (1937). 
‘) Brit. med. J. 1932, 1119. 
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Chemiker Dudley‘) ist es einige Jahre spater gelungen, dey 
wasserlislichen Wirkstoff in Form eines hochwirksamen Priparates 
zu fassen, das die englischen Forscher wegen seiner starkey 
Wirkung auf den Uterus ,,Ergometrin“ nannten. Gleichzeitig 
wurden in drei anderen Laboratorien ihnliche Substanzen isoliert, 
und zwar von Kharasch und Legault‘) in Chikago das ,,Ergo. 
tocin“, von Thompson’) in Baltimore das ,,Ergostetrin“ und von 
Stoll und Burckhardt‘) in Basel das ,,Ergobasin“. Bei einem 
von Sir Henry H. Dale veranlaBten Austausch zeigte es sich, dag 
die unter verschiedenen Namen isolierten wasserléslichen Alkaloid. 
praparate urspriinglich wohl verschieden rein waren, indessen im 
wesentlichen eine und dieselbe Substanz enthielten '). 

A. Stoll und E. Burckhardt’) haben das neue Alkaloid 
zuerst sowohl in Form der Base wie von Salzen ganz rein dar- 
gestellt und analysiert, so daB ihnen die Aufstellung der Brutto- 
formel C,,H,,0,N, méglich war. Wegen der relativ stark basischen 
Reaktion des Alkaloids in wiBriger Lisung haben sie es Ergo- 
basin genannt. Jacobs’*) in New-York hat bald darauf die 
alkalische Hydrolyse des Ergobasins durchgefiihrt und gefunden, 
daB es beim Kochen mit 12,5°/,iger Kalilauge in 50°/,igem Alkohol 
in Lysergsiure, C,,H,,O,N,, welche aus allen bis jetzt unter- 
suchten Mutterkornalkaloiden als typisches Spaltprodukt erhalten 
wurde, und d-2-Aminopropanol-(1) zerlegt wird. Da im Ergobasin 
keine freie primaire Aminogruppe nachweisbar ist, muBten die 
beiden genannten Bausteine im Alkaloidmolekiil siiureamidartig 
miteinander verkniipft sein. Jacobs’ Befunde bestitigten die 
von Stoll und Burckhardt analytisch ermittelte Bruttoformel 
des Ergobasins. 

Die fiir die Hydrolyse verwendeten, oben angefiihrten sehr 
energischen Bedingungen lieBen in Anbetracht der hohen Empfind- 
lichkeit der Lysergsiure die Frage offen, ob die Lysergsiiure 
tatsichlich noch ein unversehrter Baustein der Mutterkornalkaloide 
oder bereits ein sekundir verindertes Abbauprodukt sei. Die sebr 
abnlichen U.-V.-Absorptionsspektren der Lysergsiiure und der 





4) Brit. med. J. 1935, 520. 

5) J. amer. chem. Soc. 57, 956 (1985). 

6) J. amer. pharmaceut. Assoc. 24, 24, 748 (1935). 

) C. r. Acad. Sci. 200, 1680 (1935); Bull. Sci. pharmacol. 42, 257 (1935). 

*) M.S. Karasch, H. King, A. Stoll u. M. R. Thompson, Schweiz. 
med. Wschr. 66, 261 (1936). 

*) W. A. Jacobs u, L. C. Craig, Science (N. Y.) 82, 16 (1985). 
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 natiirlichen Mutterkornalkaloide!) sowie die analog wie bei den 
_ Alkaloiden verlaufende Isomerisierung der Lysergsiure ") machten 
| freilich eine tibereinstimmende Struktur des Lysergsiurerestes in 
' den Alkaloiden einerseits und in der von Jacobs isolierten freien 
| Siure andererseits wahrscheinlich. 


Da sowohl das 2-Aminopropanol-(1) wie die Lysergsiure !) 


' je ein Asymmetriezentrum besitzen und die Lysergsiiure racemi- 
' sierbar und in Isolysergsiure isomerisierbar ist, kénnen 8 isomere 
' Amide der Formel C,,H,,0,N, bei der Verbindung von Lyserg- 
' siure mit 2-Aminopropanol-(l) entstehen. Die synthetische Dar- 


stellung des Siureamids von d-Lysergsiiure mit d-2-Aminopro- 
panol-(1) auf direktem oder indirektem, jedoch iibersichtlichem 


| Wege und der Vergleich der synthetischen Verbindung mit natiir- 
lichem Ergobasin konnten die Frage entscheiden, ob das charakte- 


ristische Spaltprodukt der Mutterkornalkaloide, die Lysergsiure, 


4 die unversehrte Grundsubstanz der Mutterkornalkaloide darstelle 
' oder schon sekundiare Verinderungen erfahren habe. 


Die Synthese des Ergobasins aus Lysergsdure 
und d-2-Aminopropanol-(1). 


Die Versuche, nach den iiblichen Methoden siureamidartige 
Derivate der Lysergsiiure herzustellen, scheiterten an der groBen 


' Zersetzlichkeit der Lysergsiure in saurem Medium. Ein geeig- 


netes Ausgangsmaterial fanden wir indessen im rac. Isolysergsiure- 


hydrazid, das, wie wir berichtet haben’), sowohl aus Lyserg- 


siure-methylester als auch aus den Mutterkornalkaloiden direkt 
durch Erwarmen mit Hydrazinhydrat in guter Ausbeute darstellbar 
ist. Ausgehend von rac. Isolysergsiure-hydrazid lassen sich nach 
der von Th. Curtius entdeckten Reaktionsfolge!*) iiber das Azid, 
das wie ein Saurechlorid reagiert, mit Aminen in guter Aus- 


beute sdureamidartige Derivate der rac. Isolysergsiure herstellen. 


Im nachstehenden Schema sind die Reaktionen, die von 


 d-Lysergsiure bzw. irgendeinem der bekannten Mutterkornalka- 


loide zu Ergobasin fiihren, iibersichtlich angeordnet. 

Uber die experimentelle Ausfiihrung der Teilsynthese des 
natiirlichen Ergobasins aus physiologisch unwirksamen Kompo- 
nenten soll im folgenden kurz berichtet werden. 





1) W. A. Jacobs, L.C. Craig u. A. Rothen, Science (N. Y.) 83, 166 
(1936). 1) §. Smith u. G.M. Timmis, J. chem. Soc. London, 1936, 1440. 
#2) A. Stoll u. A. Hofmann, Diese Z. 250, 7 (1937). 

18) J. prakt. Chem. [2], 70, 57 (1904). 
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Partialsynthese des Ergobasins. 





d-Lysergsiure-methylester < Mutterkornalkaloide 
R-COOCH, R-CO-NH-R’ 
Hydrazin H,N-NH, 


™~ a 
rac.-Isolysergsiure-hydrazid R-CO-NH-NH 


salpetrige Saure | HNO, 
} 


Y 
rac.-I[solysergsiure-azid R-CO-N, 
| CH,OH 
d-2-Aminopropanol-(1) | 'CHNE, 
CH 
] 
Gemisch der isomeren Ergobasinine R-CO-NH-CH 
| 
H 
Chromatographische oe Umlagerung mit Siure , 
Ergobasinin Gemisch der isomeren Ergobasine 
Umlagerung mit Siéure Fraktionierte Krystallisation der Tartrate 
_ Pr il CH,OH 
Ergobasin R-CO-NH- CH 
I 
CH, 
R= CisHisNe 


Bei Ergotinin z. B.: R’ = C,,H,,0,N,. 


Fiir die Umsetzung des rac. Isolysergsiiurehydrazids mit sal- 
petriger Siure zum rac. Isolysergsiureazid haben sich die nach- 


stehenden Arbeitsbedingungen als giinstig erwiesen: 


2,82 g rac. Isolysergsiure-hydrazid (0,01 Mol.), fein pulverisiert, werden 
in 100 cem 0,1 n-Salzsiure von 0° gelést und zu dieser Lisung 10,0 ccm 
1,0-molare Natriumnitrit-Lésung in einem GuB zugegeben. Weil der An- 
satz neutral reagiert, findet vorerst keine Umsetzung statt. Unter kriftigem 
Rihren ]48t man nun bei 0° innerhalb ungefihr 5 Minuten etwas mehr als 
100 cem 0,1 n-Salzsiure tropfenweise zuflieBen bis die Lésung, die sich 
dabei schwach gelb firbt, kongosauer reagiert. Die Reaktion auf salpetrige 
Siure ist negativ oder nur ganz schwach positiv. Man la4Bt 5 Minuten bei 
0° stehen, wonach die letzten Spuren von salpetriger Siure verbraucht sind. 
Die genaue Einhaltung dieser Vorschrift ist fiir die Erreichung einer guten 
Ausbeute an Azid notwendig. Andert man die Arbeitsweise z. B. in dem 
Sinn ab, daB man die Nitritlisung in die saure Hydrazidlésung eintropft, 
dann wird ein betrichtlicher Teil der salpetrigen Siure fiir die Nitrosie- 
rung der Indol-Iminogruppe im Lysergsiiuremolekiil verbraucht, was sich 
durch eine intensiv gelbe Firbung der Lésung zu erkennen gibt. 
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Da das rac. Isolysergsiure-azid leicht zersetzlich ist, haben wir 
in der Regel auf seine Isolierung in fester Form verzichtet und die Lisung 
méglichst schnell weiterverarbeitet. 

Das Azid laBt sich in fester Form abscheiden, wenn man dessen salz- 
saure Lésung, frisch bereitet, mit iiberschiissiger Natriumbicarbonatlésung 
versetzt. Das rac. Isolysergsiiure-azid scheidet sich dann als kisige, hell- 
gelbe, in Wasser praktisch unldésliche Fillung ab. Abgenutscht und mit 
kaltem Wasser nachgewaschen, zersetzt sie sich beim Trocknen und wird 
daher vorteilhaft noch feucht weiter umgesetzt, bzw. gar nicht isoliert. 

Relativ bestindig ist das rac. Isolysergsiure-azid in dtherischer Lisung. 
Die frisch bereitete, salzsaure Azidlésung wird unter Ather (300 eem auf 1 g 
Azid) mit iiberschiissiger Natriumbicarbonatlisung versetzt. Das freigesetzte 
Azid wird in den Ather iibergetrieben, die itherische Lisung mit Wasser 
gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. In der Kilte, vor Sauerstoff 
und Licht geschiitzt, kann das rac. Isolysergsiiure-azid in iitherischer Lésung 
mehrere Tage ohne nennenswerte Zersetzung aufbewahrt werden. 

Der Umsatz von rac. Isolysergsiiure-azid mit d-2-Aminopropanol-(1) 
wird beispielsweise wie folgt durchgefithrt: Eine frisch bereitete aitherische 
Lésung von rac. Isolysergsdure-azid, die, wie vorstehend beschrieben, aus 
2,82 g rac. Isolysergsiure-hydrazid gewonnen wurde, mischt man mit einer 
Lisung von 1,50 g d-2-Aminopropanol-(1) '*) (0,02 Mol.) in 1 Liter Ather und 
li8t einen Tag bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen. Nach Entfernen 
des bei der Kondensation entstehenden stickstoftwasserstofisauren Propanol- 
amins durch mehrmaliges Auswaschen mit wenig Wasser wird der Ather 
im Vakuum abgedampft. Der gelbbraune, zum Teil krystallisierte Riick- 
stand kann durch Umlésen aus wenig Aceton und hernach durch Umkry- 
stallisieren aus viel kochendem Benzol gereinigt werden. Ausbeute 2,27 g, 
entspr. 70°/, d.Th. Diese Substanz, welche aus einem isomorph krystalli- 
sierenden Gemisch von d-Isolysergsiure-d-isopropanolamid und 
|-Isolysergsiure-d-isopropanolamid besteht, zeigt fiir [#]?° = + 12° 
(c = 0,6 in Chloroform). 

Versuche, das Basengemisch durch fraktionierte Krystallisation oder 
Salzbildung in die Komponenten aufzuteilen, wie das bei den isomeren 
Isolysergsiure-l-norephedriden méglich war’), fiihrten nicht zum Ziel. Dagegen 
gelang mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsmethode eine Auf- 
lésung des isomorph krystallisierenden Gemisches in die beiden Isomeren. 

0,20 g des Gemisches der d-Propanolamide werden in 10 cem Aceton 
gelist und auf eine mit Aceton befeuchtete Siule aus Aluminiumoxyd 
(Brockmann) von 50cm Linge und 2cm Durchmesser gegeben. Nach 
dem Einsickern der Lésung entwickelt man mit Aceton und beobachtet das 
Chromatogramm im U.V.-Licht, in welchem alle den Lysergsiurerest ent- 
haltenden Substanzen eine schéne blauviolette Fluorescenzfarbe zeigen. 
Die anfangs schmale, intensiv blauleuchtende Zone breitet sich langsam 
iiber die ganze Sule aus, ohne daB sich an irgendeiner Stelle eine Schich- 
tung zeigt. Die ablaufende Lisung wird portionenweise aufgefangen und 
im Vakuum zum Sirup eingedampft. Die letzten Reste des Lésungsmittels 

14) Die optisch aktiven d- und ]-Alaninole wurden nach einer neuen 
Methode hergestellt, iiber welche A. Stoll und J. Peyer in einer beson- 
deren Arbeit berichten werden. 
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destillieren erst bei héherer Temperatur ab. Es handelt sich wahrschein. 
lich um Kondensationsprodukte des Acetons, die sich unter dem Einflué 


von Aluminiumoxyd bilden. 
Der Riickstand der Spitzenfraktion krystallisiert beim Aufnehmen mit 


wenig Aceton und Impfen mit einer Spur von natiirlichem Ergobasinin 
sogleich in den fiir Ergobasinin typischen, prichtigen prismatischen Klotzen, 

Ausbeute 85mg. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Aceton 
schmolzen die Krystalle bei 196° (korr.) unter Zersetzung. Fiir die Ele- 
mentaranalyse wurde die Verbindung noch aus Benzol umkrystallisiert, 
aus dem sie sich in derben Prismen und Polyedern, die von den Krystall- 
formen des natiirlichen Ergobasinins nicht zu unterscheiden sind, abscheidet. 

Fiir die Elementaranalyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 
80° getrocknet. 

3,690, 3,851 mg Subst.: 9,555, 9,955mg CO,, 2,45, 2,46 mg H,O. — 
2,397, 2,983 mg Subst.: 0,279 (30°, 754 mm), 0,345 (31°, 754 mm) cem N,,. 

C,,H,;0,N, Ber. C 170,11 H 7,13 N 12,92 
Gef. ,, 70,58, 70,50 ,, 7,48 7,15 ,, 18,00, 12,88. 

Polarisation: 13,0 mg Subst., gelést zu 5,0 ccm Chloroform, zeigten 
im 0,25-dm-Rohr «79 = + 0,279 und «2%, = + 0,34°, [a]?? = + 416°, 
[a]?%5, = + 528°. 

Das synthetische d-Isolysergsiure-d-isopropanolamid 
stimmt in allen Kigenschaften mit dem von Smith und Timmis" 
im Mutterkorn aufgefundenen und von Stoll und Burckhardt" 
durch Isomerisierung von Ergobasin dargestellten Ergobasinin 
(Ergometrinin) iiberein. 

Die nachfolgenden Fraktionen, die beim Eluieren des Chromatogramms 
mit Aceton erhalten wurden, drehten immer schwicher positiv und dann 
negativ. Aus der Endfraktion lieB sich reines 1-Isolysergsiure-d-iso- 
propanolamid mit einem spezifischen Drehvermégen [a]?, = — 342° 
(c = 0,8 in Aceton) isolieren. Dieses Isomere des Ergobasinins krystalli- 
sierte bis jetzt nicht, gab aber ein aus 95-proz. Alkohol in langen, schrig 
abgeschnittenen Prismen krystallisierendes Perchlorat, das bei 212° (korr.) 
unter Zersetzung schmilzt. 

Fiir die Elementaranalyse wurde die Verbindung im Hochvakuum 
bei 80° getrocknet. 


3,077 mg Subst.: 6,045 mg CO,, 1,535 mg H,O. — 3,830 mg Subst.: 
0,339 cem N, (23°, 746 mm). 

C,,H,;0,N;-HClO, Ber. C 53,54 H568 N 9,87 

Gef. ,, 58,58 ,, 5,58 ,, 10,08. 

d-Isolysergsiure-d-isopropanolamid lieB sich wie natiirliches 
Ergobasinin, z. B. durch Einwirkung von Hisessig oder alkoho- 
lischer Phosphorsaure, aus der Isolysergsiurereihe in die Lyserg- 
siurereihe, in d-Lysergsiiure-d-isopropanolamid umlagern. 


15) J. Amer. Chem. Soc. 1936, 1166. 
*) Vgl. A. Stoll, Wiener klin. Wschr. 49, 1513, 1552 (1936). 
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0,40 g synthetisches Ergobasinin werden in 8 cem absolutem Alkohol 
gelést, in der Wirme mit 0,2 ccm 85°/,iger Phosphorsiure in 2 ccm abso- 
lutem Alkohol versetzt und 45 Minuten unter Durchleiten von Stickstoff 
unter RiickfluB gekocht. Zur Isolierung des Umlagerungsproduktes fiigt 
man 20 ccm Wasser hinzu, macht im Schiitteltrichter mit iiberschiissiger 
Sodalésung alkalisch und zieht 4mal mit 100 ccm Ather aus. Die mit 
wenig Wasser gewaschene, iiber Natriumsulfat getrocknete Atherlésung 
hinterlaBt beim Abdampfen einen Riickstand von 0,39 g. Zur Abtrennung 
des Umlagerungsproduktes von unverindertem Ergobasinin wird in 10 ccm 
Chloroform aufgenommen. Kaum ist alle Substanz in Lésung gegangen, 


| so beginnt das d-Lysergsiure-d-isopropanolamid als schwerlésliche Chloro- 


form-Additionsverbindung in feinen Nadelbiischeln auszukrystallisieren. 
Ausbeute etwa 0,2g. Aus der Chloroform-Mutterlauge lassen sich etwa 
0,2 g unverindertes Ergobasinin zuriickgewinnen. 


Die d-Lysergsdure-d-isopropanolamid-Chloroform-Additionsverbindung 
wird zur Reinigung aus kochendem Benzol umkrystallisiert, aus dem sich 
die Substanz in den fiir Ergobasin typischen, langen, weichen Nadeln ab- 
scheidet, Schmelzp. 159—162° (korr.) unter Zersetzung. 


Fiir die Elementaranalyse wurde die Substanz im Hochvakuum 
bei 80° getrocknet. 


3,646, 3,583 mg Subst.: 9,38, 9,235 mg CO,, 2,375, 2,28 mg H,O. — 
2,932, 2,824 mg Subst.: 0,334, 0,325 cem N, (20°, 741 mm). 

C,H 30.Nz Ber. C 70,11 H 7,18 N 12,92 

Gef. ,, 70,16, 70,29 ,, 7,29, 7,12 ,, 12,94, 13,07. 

Polarisation: 33,0 mg d-Lysergsiure-d-isopropanolamid, gelést zu 
10,0 cem Wasser, zeigten im 1 dm-Rohr «?° = + 0,30°, [a]2° = + 91° 

Die physikalischen und chemischen Konstanten des synthe- 
tischen Alkaloids stimmen mit den entsprechenden Werten des 
Ergobasins iiberein. Auch in der pharmakologischen Wirksamkeit 
war zwischen dem synthetischen und dem natiirlichen Produkt 
kein Unterschied festzustellen. Synthetisches d-Lysergsiure- 
d-isopropanolamid ist daher mit natirlichem Ergobasin 
‘Ergometrin) identisch. 


Die Gewinnung von Ergobasin aus dem isomorph krystalli- 
sierenden Gemisch von d- und 1-Isolysergsiure-d-isopropanolamid 
gelingt auf einem zweiten Weg auch ohne vorherige Reindarstellung 
von Ergobasinin, also unter Umgehung der chromatographischen 
Adsorptionsmethode, wenn man das Isomerengemisch als solches 
mit alkoholischer Phosphorsiure umlagert. Die Alkaloide der 
Lysergsiure-Reihe sind durchwegs bessere Salzbildner als die 
Derivate der Isolysergsiure, so daB es méglich war, aus dem um- 
gelagerten Isomerenpaar das d-Lysergsiiure-d-isopropanolamid als 
Tartrat, allerdings auch nur mit geringer Ausbeute, abzutrennen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLTI. 11 
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0,40 g Mischkrystalle aus d- und 1-Isolysergsiure-d-isopropanolamid 
werden wie bei der Umlagerung des Ergobasinins mit alkoholischer Phosphor. 
siiure gekocht. Der umgelagerte Anteil laBt sich auf Grund seiner Schwer- 
léslichkeit in Chloroform auf einfache Weise von der unverindert gebliebenen 
Verbindung abtrennen. 0,35 g des Ather-Riickstandes scheiden beim Auf. 
nehmen mit 15 cem Chloroform 0,12 g schwerlésliche Substanz, die isomorp) 
krystallisierenden d- und |1- Lysergséiure-d-isopropanolamide ab, 


1,0 g dieses Gemisches werden nun unter Zusatz von 0,23 g d- Weinsiiure 
in 20 cem Wasser gelést, worauf man die Lésung im Vakuum abdampft 
und den Riickstand unter gelindem Erwiirmen in 10 cem Methanol aufnimmt. 
Nach eintigigem Aufbewahren im Eisschrank haben sich aus dieser Lisung 
0,12 g Tartrat in weichen Nadeln abgeschieden. Das Salz wird noch einmal 
aus wenig Methanol umkrystallisiert und stimmt dann in allen Eigenschaften 
mit Ergobasintartrat itiberein. Durch Zerlegen des Tartrates in wiBriger 
Lésung mit Bicarbonat, Ausiithern usw. wird die freie Base erhalten, welche 
nach dem Umkrystallisieren aus heibem Benzo] bei 159—162° (korr.) unter 
Zersetzung schmilzt und mit dem oben beschriebenen d-Lysergsiure-d-iso- 
propanolamid (Ergobasin) identisch ist. 


Die Darstellung des optischen Antipoden von Ergobasin. 


In analoger Weise wie das d-Isolysergsiiure-d-isopropanolamid (Ergo- 
basinin) haben wir durch Kondensation von rac. Isolysergsiiure-azid mit 
|-2-Aminopropanol-(1)*) 1-Isolysergsiure-l-isopropanolamid, den 
optischen Antipoden des natiirlichen Ergobasinins hergestellt. Diese Ver- 
bindung krystallisiert aus Aceton in derben zugespitzten Prismen, die vou 
den typischen Krystallklétzen des Ergobasinins nicht zu unterscheiden sind 
und die wie diese bei 196° (korr.) unter Zersetzung schmelzen. Die optische 
Drehung besitzt das umgekehrte Vorzeichen von derjenigen des Ergobasinins: 


[a]7° = — 415° (c = 0,4 in Chloroform). 


Fiir die Elementaranalyse wurde die Substanz im Hochvakuun 
bei 80° getrocknet. 

2,683 mg Subst.: 6,887 mg CO,, 1,658 mg H,O. — 3,491 mg Subst.: 
0,408 cem N, (22°, 746 mm). 


C,,H,,0,Ns Ber. C 70,11 H 7,13 N 12,92 
Gef. ,, 70,01 ,, 6,91 ,, 18,27. 


1-Isolysergsiure-l-isopropanolamid labt sich auf gleiche Weise wie sein 
optischer Antipode in 1- Lysergsiure-1l-isopropanolamid umlagern, 
das mit Ausnahme der entgegengesetzten optischen Drehung in den Eigen: 
schaften mit natiirlichem Ergobasin tibereinstimmt und demnach sein optischer 
Antipode ist. 1-Lysergsiure-]-isopropanolamid krystallisiert aus Benzol i 
weichen Nadeln, die bei 159—162° (korr.) unter Zersetzung schmelzen. 
Das optische Drehvermégen wurde zu [a]}?? = — 89° (¢ = 0,25 in Wasser) 
bestimmt. 


Fiir die Elementaranalyse wurde die Substanz im Hochvakuun 
bei 80° getrocknet. 
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amid j 2,957 mg Subst.: 7,593 mg CO,, 1,861 mg H,O. — 3,259 mg Subst.: 

ohor- JE 0,377 cem Ny (21°, 745 mm). 

wer CG, 31,0,N, Ber. C 70,11 H713 N 12,92 

enen Gef. ,, 70,03 5» 1,04 ~» IRAT. 

row ; Die pharmakologische Priifung des l-Lysergsiure-1-isopropanol- 

ab, (E amids ergab ein bemerkenswert negatives Ergebnis. Der optische 

siure [E Antipode des natiirlichen Ergobasins, das von allen bisher be- 

mpft — kannten Mutterkornalkaloiden am stiirksten uteruskontrahierend 

mmt. @ wirkt, erwies sich in dieser Hinsicht als praktisch unwirksam. 

sung : 

“ng Zusammenfassend lift sich feststellen, da8 es durch die 

riger I Partialsynthese von Ergobasin (Ergometrin) zum erstenmal ge- 

elche JF lungen ist, ausgehend von unwirksamen Komponenten ein physio- 

unter 7 jogisch hochwirksames natiirliches Mutterkornalkaloid aufzubauen, 

iso; TE \odurch gleichzeitig bewiesen wurde, daB das typische Abbau- 
produkt aller Mutterkornalkoloide, die Lysergsiiure, die unversehrte 
Basis der Mutterkornalkaloide darstellt. Die Tatsache, daB die 

| starke kontrahierende Wirkung auf den Uterus nur dem natiirlichen 

.... [E. Ergobasin, nicht aber seinem auf gleiche Weise dargestellten 

oe | optischen Antipoden eigen ist, liefert ein weiteres Beispiel fiir 

den [J die Spezifitaét physiologisch hochaktiver Naturstoffe. 
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Synthese des (-Oxyleucins (¢-Amino-/-oxy-isobutylessigsaure) 
und des f/-Oxynorleucins (¢-Amino-/-oxy-n-capronsdure. 
Von 


Emil Abderhalden*). 


{Aus dem Physiologischen Institut der Martin Luther-Universitét Halle a. S. **).] 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Dezember 1937.) 


Ks war naheliegend, die von Emil Abderhalden und 
K. Heyns') zur Synthese von w-Amino-f-oxy-buttersaiure an- 
gewandte Methode zur Gewinnung weiterer e-Amino-f-oxy-amino- 
siuren zu verwenden. Die Kenntnis der chemischen und physika. 
lischen Higenschaften einer Reihe derartiger Verbindungen ist 
ohne Zweifel wertvoll, und zwar in Hinsicht auf die Méglichkeit 
ihres Vorkommens unter den Bausteinen von KiweiBstoffen. Die 
im experimentellen Teil geschilderten Synthesen verliefen glatt. 
Die gewonnenen Oxyaminosiuren wurden in bekannter Weise 
reduziert und die gewonnenen Aminosiduren einerseits mit Leucin 
(z- Amino-iso-butylessigsiure) und andererseits mit Norleucin 
(¢- Amino-n-capronsiure) identifiziert. Es wurde ferner die 
N-Benzoylverbindung gewonnen. Alle Bemiihungen, das Dibenzoy!- 
produkt darzustellen, miflangen bisher. Besonders gute Higen- 
schaften zeigen die Phenylisocyanat-Verbindungen und die zu- 
gehérigen Hydantoine. 

Ks ist geplant, die gewonnenen i-Verbindungen auf ihre Zu- 
sammensetzung zu untersuchen mit dem Endziel, sie in ihre 
Anteile aufzuspalten, und zwar einerseits auf chemischem und 
andererseits auf biologischem Weg [vgl. hierzu die Arbeit von 
Emil Abderhalden und W. Stenger?)]. 


Experimenteller Teil. 
Synthese der @-Amino-/-oxy-n-capronséure = /-Oxynorleucin. 


o-Bromcapronsaure-athylester. Zu 350 g n-Capronsiure und 35g 
rotem Phosphor wurden unter Kiihlung allmihlich 1050 g Brom zutropfen 





*) Bei einem Teil der Versuche (Wiederholungen der Synthesen) er- 
freute ich mich der Mitwirkung von Herrn F. W. Ziesecke und A. Bahn (f). 
Beiden sei an dieser Stelle herzlich datiir gedankt. 

**) Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férde- 
rung der Wissenschaften. 
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gelassen; darauf wurde mehrere Stunden bis zur Beendigung der HBr- 
Entwicklung auf dem Wasserbad erhitzt. Das Reaktionsprodukt (a-Brom- 
' capronsdiurebromid) wurde in 800 ccm Alkohol eingegossen, wobei eine 

ure) | heftige Umsetzung eintrat. Nach '/,stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad 
2. ' und anschlieBendem Abkiihlen wurde mit Wasser versetzt, wobei sich der 
_ Bromeapronsdureester als untere Schicht abschied. Nach Aufnahme in 

Ather, Waschen mit Sodalésung und Wasser wurde iiber Natriumsulfat ge- 

trocknet. Der Ester wurde im Vakuum destilliert. Es wurden die bei 86° 

bis 90° tibergehenden Anteile fiir sich aufgefangen und diese nochmals 
fraktioniert. Die Fraktion 87—89° wurde weiter verarbeitet. Ausbeute 560 g. 









































6- Propyl - acrylsaure -athylester. 560 g o-Bromcapronsiureester 
wurden 6 Stunden mit 840 g Diithylanilin gekocht**). Hierauf wurde mit 
20°/,iger H,SO, und dann mit Wasser gewaschen. Das verbleibende Ol 


und | (itherische Lésung mit Chlorcalcium getrocknet) wurde im Vakuum destil- 
all- @ liert, wobei bei 100° die Hilfte iiberging. Der Riickstand war ein ziihes 
ino- [— braunes Ol. Das Destillat wurde nochmals fraktioniert und die Anteile 
ika. 9& zwischen 59 und 63° aufgefangen. Ausbeute 160 g. 
ist o - Bromquecksilber-f- methoxy -n-capronsadure-athylester. 160 ¢ 
keit [| ¢-Propyl-acrylsdure-dthylester wurden in 1,2 Liter Methanol gelést und mit 
Dis _ 3880 g Mercuriacetat versetzt. Unter hiufigem Umschwenken ldste sich das 
_ Quecksilbersalz unter Bildung eines geringen Niederschlags im Laufe eines 
att. | Tages auf. Die Liésung blieb dann noch 3 Tage stehen. Von dem Un- 
else [ geldsten (9—10 g) wurde abgesaugt und die Lésung im Laufe von 2 Stunden 
icin | mit 145g Kaliumbromid in 480 cem Wasser versetzt. Nach Zugabe von 
cin Ol Liter Wasser schied sich ein Ol ab. Dieses wurde in Alkohol auf- 
. # genommen und filtriert. Krystallisationsversuche blieben erfolglos. Aus- 
die - beute 250g OL 
yl. j a-Brom-s-methoxy-capronsaure-athylester. 250 g des éligen Esters 
€l- — wurden in 500 cem Chloroform gelést und nach Zugabe von 80 g Brom 
zu- (% 12Stunden stehen gelassen. Vom abgeschiedenen Quecksilberbromid wurde 
_ abgesaugt, das Filtrat im Vakuum eingeengt und der Riickstand fraktioniert 
Tee. 4 destilliert. Die Fraktion 105—120° (12 mm Druck) wurde fiir sich auf- 
_ gefangen. Sie wurde mit Natriumthiosulfat, Natriumcarbonat und schlieb- 
hre | lich mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen mit Natriumsulfat wurde 
ind ' erneut fraktioniert destilliert. Es wurden erhalten: Fraktion I bis 107,5°, 
7on [ Fraktion II 107,5—111°, Fraktion III 111—114°. Fraktion II wurde noch- 
_ mals fraktioniert und die von 108—-110° iibergehenden Anteile weiter ver- 
arbeitet. Ausbeute 23 g. Die Analyse gab nur annihernde Werte. 
«-Brom-f-methoxy-capronsaure. 20 g «-Brom-f-methoxy-n-capron- 
ester wurden mit 100 ccm n-Natronlauge bei Zimmertemperatur geschiittelt. 
' Nach etwa %/, Stunde war das Ol bis auf kleine Reste verseift. Nach 
5g @ Schiitteh mit Tierkohle und Filtrieren wurde mit 100 ccm n-Schwefel- 
fen —— siiure versetzt, wobei ein Ol ausfiel. Dieses wurde in Ather aufgenommen 
_ und die atherische Lésung mit Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdampfen 
a _ des Athers hinterblieb ein Ol, das direkt zur Darstellung des Methoxy- 
(1). _ norleucins verwandt wurde. Ausbeute 14 g. 
lee 8-Methoxy-norleucin. 10 g der éligen Sdure wurden in 100 cem 


bei 0° gesittigtem wiBrigen Ammoniak gelést und bei 37° stehen gelassen. 
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Nach 15 Tagen waren etwa 85°/, des Bromkérpers aminiert. Die ammo- 
niakalische Flissigkeit wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand jy 
etwa 25 ccm Alkohol aufgenommen; beim Erkalten schieden sich 3,6 ¢ 
Krystalle ab. Diese wurden noch 2mal aus Wasser und Alkohol um. 
krystallisiert (Lésen in wenig heibem Wasser und Versetzen mit der 
etwa 6fachen Menge heiben Alkohols, Abkiihlen lassen). 0,8 g Ausbeute 
an reinstem Produkt. Schuppen. Schmelzp. 231° (unter Zers.). Ninhydrin- 
Probe positiv. Unterm Mikroskop: rhomboedrische Tafeln. 


38,4 mg Subst. verbr. 4,64 ccm n/20-H,SO,. — 4,830 mg Subst.: 
9,270 mg CO,, 4,080 mg H,0. 


C,H,,0,N (161,18) Ber. C 52,18 H9,38 N 8,69 
Gef. ,, 52,34 , 9,45 ,, 8,46. 


oé-Amino-$-oxy-n-capronsaure = /-Oxy-norleucin. 


Die Abspaltung der Methoxylgruppe erfolgte durch 8 stiindiges Kochen 
mit Bromwasserstoffsiiure (d = 1,49), Verdampfen zur Trockne und wieder. 
holtes Eindampfen mit Wasser und Alkohol. Dann wurde in Alkohol gelist 
und die Verbindung durch Einleiten von Ammoniak zur Abscheidung ge- 
bracht. Es schieden sich gliinzende, pliittchenférmige Krystalle ab. Schmelz- 
punkt 245—246° Sie sind in Wasser leicht und in kaltem Alkohol schwer 
léslich, Ninhydrin-Reaktion positiv. Aus 5 g Methoxy-norleucin wurden 3 g 
Oxynorleucin erhalten. Geschmack fade, ganz schwach siiB. 


3,090 mg Subst.: 0,265 ccm N (22°, 762mm). — 4,378 mg Subst.: 
7,895 mg CO,, 3,620 mg H,0. 


1,H,,0;N (147,1) Ber. C 48,95 H883 N 9,52 
Gef. ,, 49,18  ,, 9,18 » 9,72. 


Reiuktion des i-f-Oxy-norleucins zu d,l-Norleucin. 


0,6 ¢ Oxy-norleucin wurden mit 11 cem Jodwasserstoffsiiure (d = 2) und 
0,25 g Phosphor 5 Stunden im Bombenrohr auf 140—15v° erhitzt. Beziig- 
lich der Aufarbeitung vgl. das beim §-Oxy-leucin Mitgeteilte. Das d,1-Nor- 
leucin krystallisierte in Blittchen aus. Schmelzpunkt gegen 285° Misch- 
schmelzpunkt: keine Depression. Es wurde noch die Benzoylverbindung 
(Schmelzp. 128—129°, Mischschmelzp. 128°) und das Benzolsulfoderivat 
(Schmelzp. 115°, Mischschmelzp. 115°) gewonnen. 


3,30 mg Subst. verbr. 2,55 ecm n/10-H,SO,. 
C,H,,0.N (131,1) Ber. N 6,88 Gef. N 6,83. 


Derivate des /-Oxy-norleucins. 


Phenylisocyanatverbindung. 1,8 ¢ der «-Amino-(-oxy-n-capronsiure 
in 42 cem n-Natronlauge geliést und mit 3,2 g Phenylisocyanat gekuppelt, 
filtrierte Lésung mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert und volumindsen, 
weiBen, feinkrystallinen Niederschlag abgesaugt, getrocknet, in wenig 
Alkohol gelést und die Lisung bis zur beginnenden Triibung mit Petrol- 
iither versetzt. Nach 24stiindigem Stehen auf Eis Abscheidung von 2 ¢ 
glinzenden Blattchen vom Schmelzp. 160—163°. 
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4,679 mg Subst.: 10,005 mg CO,, 2,810 mg H,O. — 3,428 mg Subst.: 
0.316 eem N (22°, 747 mm). 


C,3H,,0,N. (266,83) Ber. © 58,58 H 6,76 N 10,53 
Gef. ,, 58,31 ,, 6,67  ,, 10,49. 


Phenylhydantoinverbindung. 1,7 ¢ der Phenylisocyanatverbindung 
durch 1stiindiges Erhitzen mit heaaentiiartes Salzsiiure in das Hydantoin 
iibergefiihrt. Ausbeute 0,9 g. Diinne, seidengliinzende Nadeln. Schmeiz- 
punkt 157—159°. 

4,702 mg Subst.: 10,835 mg CO,, 2,690 mg H,O. — 3,325 mg Subst.: 
0,334 cem N (21,5°, 747 mm). 


C,3H,,0,N, (248,3) Ber. © 62,88 H 6,49 N 11,28 
Gef. ,, 62,84 1» 6,26 » 11,48. 
N-Benzoyl-«-amino-f-oxy-n- -capronsaure. 0,5 g a-Amino- ” oxy- 


n-capronsiure mit 6 Mol. Benzoylchlorid in neutraler Lésung bei 0,5° ge- 
kuppelt (Dauer etwa 50 Minuten), Benzoesiiure entfernt und aus Alkohol- 
Petrolither umkrystallisiert. Schmelzp. 185—186°. 


4,722 mg Subst.: 10,810 mg CO,, 2,770 mg H,O. — 32,50 mg Subst. 
verbr. 1,25 cem n/10-H,SQ,. 
C,3H,,0, N (251,1) Ber. C 62,15 H 6,77 N 5,58 
Gef. ., 62,46 ~ SSF oy - Os 


Entstanden war somit die Monobenzoylverbindung. Fiir die Dibenzoy}- 
verbindung berechnet sich der Stickstoffgehalt zu 3,95°/,. Is verbrauchten 
ferner 33,3 mg Subst. 1,34 cem n/10-NaOH (titriert in Pyridinlésung). Be- 
rechnet fiir das Monobenzoylprodukt 1,34 cem, fiir das Dibenzoylprodukt 
0,94 cem NaOH. Wir haben die Benzoylierung nach den verschiedensten 
Richtungen modifiziert, ohne jedoch zu einem Dibenzoylprodukt zu gelangen. 
Ks wurde ferner die Monobenzoylverbindung wiederholt mit Benzoylchlorid 
unter verschiedenen Bedingungen behandelt. Es gliickte nicht, eine weitere 
Benzoylgruppe einzufiihren. 


Synthese der «-Amino-/-oxy-isobutylessigsaure = /-Oxy-leucin. 


«-Brom-iso-capronsaure-athylester. 180g Isocapronsiure wurden 
mit Phosphor und Brom behandelt (vgl. hierzu die beim Oxynorleucin be- 
schriebene Methode S. 164) und das Reaktionsprodukt durch EingieBen in 
Alkohol in den Ester verwandelt. Dieser wurde fraktioniert destilliert 
(Siedep.,, 62°). Ausbeute 290 g. 

6-Iso-propyl-acrylsaure-athylester. 290 ¢ «-Brom-iso-capronsiiure- 
ester wurden mit 500 g Diithylanilin 6 Stunden zum Sieden erhitzt, dann 
im Vakuum destilliert und die Fraktion bis 100° mit 20°/,iger Schwefelsaure 
behandelt. Das abgeschiedene Ol wurde nach Waschen und Trocknen unter 
vermindertem Druck destilliert. Ausbeute 90 g. Siedep. 56,5—60°. 


o-Bromquecksilber-§-methoxy-isocapronsaure-athylester (2-Me- 
thyl-3-methoxy-4-bromquecksilber- pentansaure - -(5)-athylester®)}. 45 ¢ 
Isopropyl-acrylsiure-dithylester wurden in 400 cem Methanol gelést und mit 
110 g reinem Quecksilberacetat versetzt. Nach 12stiindigem Riihren bei 
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Zimmertemperatur blieb das Gemisch 3 Tage stehen. Dann wurde von einem 
geringen Niederschlag abfiltriert. Es folgte Zusatz von 45 g KBr in 130 cem 
Wasser. Nach 8stiindigem Stehen wurde im Vakuum bei méglichst niederey 
Temperatur eingeengt, bis sich ein farbloses Ol abzuscheiden begann. Die 
Fallung des Ols wurde durch Zusatz von 150 cem Wasser vervollstindigt, 
Das Ol wurde abgetrennt und die Mutterlauge mit Chloroform aus. 
geschiittelt. Ol- und Chloroformauszug wurden gemeinsam iiber Natrium. 
sulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum verdampft. Ausbeute 
138 g. Farbloses Ol mit einem nicht unangenehmen Geruch. Es wurde, 


da es nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte, unmittelbar auf 


den a-Brom-§-methoxy-isocapronsiiure-ithylester verarbeitet. 


o-Brom-$-methoxy-isocapronsaure-athylester (2-Methyl -3-meth. 
oxy-4-brom - pentansaure -(5)-athylester). Zu 100 g der Quecksilber- 
verbindung in 240 cem Chloroform gaben wir langsam 32 g Brom in 80 cem 
Chloroform. Die Reaktion verlief unter Wiarmeentwicklung. Es empfiehlt 
sich, mit Eiswasser zu kiihlen. Nach 8—10 Stunden wurde vom Queck- 
silberbromid abgesaugt, eingeengt, nochmals filtriert und nach dem Ver- 
dampfen je 2mal mit Soda-, Natriumthiosulfatlésung und mit Wasser ge- 
waschen. Der Riickstand wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und das 
Produkt 3mal im Vakuum fraktioniert destilliert. Siedep.,, 104—108° 
(weitere Siedepunkte: Siedep.,,_,, 139—141°; Siedep.,, 116°; Siedep.,, 139°). 
Ausbeute 37g. ‘Trotz wiederholter Fraktionierung erhielten wir kein voll- 
kommen analysenreines Produkt. 


«-Brom-§-methoxy-isocapronsaure (2-Methyl-3-methoxy-4-brom- 
pentansaure-(5)). 385 g des a-Brom-$-methoxy-isocapronsiure-ithylesters 
wurden mit 300 ccm n-NaOH solange geschiittelt, bis der Ester restlos in 
Lésung gegangen war (etwa 3'/, Stunden). Dann wurde mit 300 cem n-H,S0, 
neutralisiert, im Vakuum auf *#/, des Volumens eingeengt, das ausgefallene 
Ol in Ather aufgenommen, die itherische Lésung mit Natriumsulfat ge- 
trocknet und das Lésungsmittel verdampft. Der Riickstand wurde im 
Vakuum bis 75° erwirmt und das zuriickbleibende Ol unmittelbar weiter 
verarbeitet. 

6-Methoxyleucin (2-Methyl-3-methoxy-4-amino-pentansaure (5)). 
60 g der éligen Siure wurden in 600 cem einer bei 0° gesittigten waBrigen 
Ammoniaklésung im Brutraum aufbewahrt. Die Aminierung wurde durch 
tigliche Titration des abgespaltenen Broms verfolgt. Nach 22 Tagen waren 
etwa 80°/, des Bromkérpers aminiert. Die Aminierung verlief langsamer 
als bei der entsprechenden Verbindung der n-Capronsiiure. Der beim Ver- 
dampfen verbleibende Riickstand wurde aus 80°/,igem Alkohol umkrystalli- 
siert. Farblose, glinzende Schuppen vom Schmelzp. 256—258°. Ninhydrin- 
Reaktion positiv. Ausbeute etwa 20 g. 

42,20 mg Subst. verbr. 5,10 cem n/20-H,SO, — 4,992 mg Subst.: 
9,575 mg CO,, 4,230 mg H,0. 

C,H,,0,N (161,13) Ber. C 52,13 H9,38 N 8,69 
Gef. ,, 52,31 , 9,41 ,, 8,46. 


2-Methyl-3-oxy-4-amino-pentansaure-(5) = 6-Oxyleucin. 2 g der 
Methoxyverbindung wurden mit 20 ccm Bromwasserstoffsiure (d = 1,49) 
21/, Stunden gekocht. Hierauf wurde im Vakuum verdampft, der Riickstand 
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" aur Entfernung der letzten Reste an Bromwasserstoff 2mal mit Wasser und 
' imal mit Alkohol aufgenommen und eingedampft. Dann wurde in abso- 
' Jutem Alkohol gelést und bis zur Sittigung Ammoniak eingeleitet. Nach 
| mehrstiindigem Stehen auf Eis hatten sich glinzende Krystallschuppen ab- 


geschieden. Sie wurden 2mal aus heiBem 80°/,igem Alkohol umkrystalli- 


j siert. Schmelzp. 242—244°, Leicht léslich in Wasser, schwer léslich in 
' absolutem Alkohol. Biuret-Reaktion negativ, Ninhydrin-Reaktion positiy. 
' Ausbeute 1,1 g. Geschmack schwach sib. 


5,089 mg Subst.: 9,140 mg CO,, 4,120 mg H,O. — 3,174 mg Subst.: 
0,257 mg N (23°, 760 mm). 
C,H,;0,5N Ber. C 48,95 H883 N 9,52 
Gef. ,, 48,98 ,, 899 ,, 9,34. 


Reduktion des 6-Oxyleucins zu Leucin. 1,5 ¢ Oxyleucin wurden 
mit 25 cem Jodwasserstoffsiiure (d = 2,00) und 5 g Phosphor 6 Stunden im 
Bombenrohr auf 130—140° erhitzt. Der Rohrinhalt wurde mit 500 ccm 
Wasser versetzt, dann im Vakuum zur Trockne verdampft und das Halogen 
mittels des Silbersulfat-Barytverfahrens entfernt. 


Um Verluste an dem schwer léslichen Leucin zu vermeiden, wurde 
stets in heiBer Lésung gearbeitet. SchlieBlich wurde mit warmem Alkohol 


’ ausgezogen und der unldsliche Teil in heiBem Wasser gelést. Beim Zusatz 
von Alkohol schieden sich 1 g diinne Krystallschuppen vom Schmelzp. 293 


bis 295° aus. Identifiziert mit Leucin und Leucinkupfer. Wir stellten noch 
die Benzoylverbindung dar. Schmelzp. 1835—139°. Mischschmelzpunkt ohne 
Depression. 


21,1 mg Subst. verbr. 0,89 cem n/10-H,SQ,. 
C,3;H,,NO, (235,11) Ber. N 5,95 Gef. N 6,02. 


Derivate des $-Oxyleucins. 


Phenylisocyanat. Darstellung wie S. 166 beschrieben. Aus 1,2 g 
Oxyleucin 1,6 g Derivat. Glinzende, diinne Nadeln nach Lésen in wenig 
Alkohol und Zusatz von Petrolather bis zur Triibung. Schmelzp. 198°. Die 
Verbindung lést sich in Alkohol und Ather gut, in Wasser wenig und in 
Petrolither und Ligroin fast gar nicht. 


4,642 mg Subst.: 9,965 mg CO,, 2,820 mg H,O. -—— 2,983 mg Subst.: 
0,278 cem N (20,5°, 747 mm Hg). 
C,sH,.0,N. (266,38) Ber. C 58,58 H 6,76 N 10,53 
Gef. ,, 58,54 ,, 6,75 ,, 10,69. 


Phenylhydantoin, Aus 1,1 g des Phenylisocyanats 0,8 g Hydantoin 
(Darstellung vgl. S. 167). Umkrystallisiert durch Lésen in wenig absolutem 
Alkohol und Versetzen mit trockenem Petroliither bis zur beginnenden 
Triibung. Nach 24stiindigem Stehen auf Eis Abscheidung von schénen, 
diinnen Nadeln. Schmelzp. 197—200°. 

4,581 mg Subst.: 10,515 mg CO,, 2,630 mg H,O. — 2,735 mg Subst.: 
0,272 ceem N (22°, 747 mm Hg). 

C,;H,,0,N, (248,38) Ber. C 62,83 H 6,49 N 11,28 
Gef. ,, 62,60 ,, 6,38 ,, 11,31. 
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Benzoylverbindung. 0,5 g Oxyleucin wurden in der iiblichen Weise 
bei méglichst neutraler Lésung bei 0—5° mit 6 Mol Benzoylehlorid ge. 
kuppelt (Dauer etwa 50 Minuten). Nach Entfernung der Benzoesiure wurde 
aus Alkohol—Petrolither umkrystallisiert. Auffallenderweise zeigte das feine 
krystalline, vollstiindig einheitlich aussehende Produkt keinen scharfen 
Schmelzpunkt. Die Verbindung fing schon bei 81° an zu sintern. Die 
Verbindung wurde mehrfach aus warmem Toluol umkrystallisiert. Der 
Schmelzpunkt stieg auf 115°*). Die Stickstoffanalyse des niedrig schmel- 
zenden Produktes ergab 4,8°/, N (berechnet fiir die Monobenzoylverbindung 
5,58 und fiir die Di-Verbindung 3,95). Nach der Umkrystallisation ergah 
die Verbindung die folgenden Analysenzahlen: 

4,980 mg Subst. verbr. 1,90 ccm n/10-H,SO,.— 4,628 mg Subst.: 10,590 mg 
CO,, 2,680 mg H,0. 

C,3H,,0,N (251,1) Ber. C 62,13 H 6,82 N 5,58 
Gef. ,, 62,42 ,, 648 ,, 5,34. 
*) Kin Benzoylprodukt mit 5,28°/, N zeigte Schmelzp. 167—168°._ Es 
ist denkbar, da8 eine Trennung von Racemkérpern erfolgt ist. Leider 
reichte die Substanzmenge zur weiteren Verfolgung der gemachten Beo) 
achtung nicht aus. 
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Weiterer Beitrag 
zur Synthese der i-¢-Amino-f-oxy-n-buttersdure. 


Von 


Emil Abderhalden und Willi Stenger. 


[Aus dem Physiologischen Institut der Martin Luther-Universitit Halle a. S.*)] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Dezember 1937.) 


Der eine von uns (EK. A.) hat mit Kurt Heyns?) den Versuch 
unternommen, eine Methode ausfindig zu machen, die es ermég- 
licht, e-Amino-8-oxy-aminosiiuren zu gewinnen, und zwar unter 
Vermeidung der Bildung von 6-Amino-oxyverbindungen. Es zeigte 
sich, daB fiir die Synthese von i-g-Amino-f-oxybuttersiiure ein 
Verfahren erfolgreich ist, das von Schrauth und Geller zum 
Aufbau von -¢-Amino-oxy-carbonsiiuren angewandt worden ist’). 
Wir gingen von Crotonsiure aus. Anlafi zum Bestreben, eine Reihe 
yon ¢-Amino-3-oxy-aminosiiuren synthetisch darzustellen, bot der 
Umstand, daB verschiedene Forscher bestimmte KiweiBbausteine 
der genannten Art aufgefunden haben wollten. Wiederholt mit- 
geteilt worden ist der Befund von a-Amino-f-oxybuttersiure, 
Oxyvalin und Oxylysin. Die im hiesigen Institut gewonnene 
i-a-Amino-f-oxybuttersiiure ergab Derivate, die in Gewinnung und 
Kigenschaften nicht mit den in der Literatur angegebenen ent- 
sprechenden Befunden iibereinstimmten. Das gleiche gilt fiir Oxy- 
valin. In der Folge hat S: Mayeda’) die von Abderhalden 
und Heyns angegebene Synthese der i-v-Amino-/-oxybuttersaure 
wiederholt. Er entdeckte, daB diese Verbindung einen besonders 
starken KinfluB auf das Wachstum hat. Es folgte dann die Mit- 
teillung von M. Womack und W. C. Rose‘), wonach aus dem 
Hydrolysat von Fibrin sich 2 Produkte isolieren lassen, die fiir 
das Wachstum von groBer Bedeutung sind. Das eine davon erwies 
sich als Isoleucin und das zweite als Oxyaminobuttersiure’). 
C. E. Meyer und Rose’) klarten die Konfiguration der von ihnen 
aufgefundenen o-Amino-f-oxy-n-buttersiiure auf. Sie zeigten, dab 
sie im sterischen Aufbau der d(—)-Threose entspricht, infolgedessen 


*) Ausgefihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férde- 
rung der Wissenschaften. 
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bezeichnen sie die genannte Oxyaminosiure als d(—)-Threonin, 


Seine Konfiguration ist die folgende: 
COOH 


| 
H,N—C—H 


H—C_OH 
bs 

AnschlieBend an diesen wichtigen Befund unternahmen ¢; 
M. L. Wood, R. J. Madden und H.E. Carter’), die Synthese der 
i-a-Amino-§-oxybuttersiure nach dem von Abderhalden und 
Heyns angegebenen Verfahren zu wiederholen. Sie kamen in 
wesentlichen zu den gleichen Befunden (vgl. hierzu weiter unten) 
Sie sind jedoch der Ansicht, daB bei Innehaltung der gegebenen 
Vorschrift im wesentlichen von den beiden méglichen Racemkérpem 
derjenige entsteht, in dem die Konfiguration der natiirlichen 
a-Amino-§-oxybuttersiure nicht enthalten ist, d.h. mit anderen 
Worten, es soll sich in der Hauptsache d,l-Allothreonin bilden®, 
SchlieBlich haben H. D. West und H. E. Carter®) sowohl das 
synthetisch dargestellte d,l-Threonin als auch das d,l-Allothreonin 
in die optisch-aktiven Komponenten aufgespalten”). 

Wir haben in der Folge wiederholt a-Amino-§-oxybutter- 
siure nach dem Verfahren von Abderhalden und Heyns dar- 
gestellt. Wir hielten uns dabei in allen wesentlichen Punkten an 
dieses. Abgewichen von der Vorschrift wurde nur bei der Ver- 
seifung des e-Brom-f-methoxybuttersiure-methylesters. Sie wurde 
friiher abgebrochen, und zwar sofort, nachdem der Ester in Lisung 
gegangen war (es war das nach 1/,—1 Stunde der Fall). Erwahnt 
sei noch, daB die «-Brom-f-methoxybutterséure nach dem Ein- 
dampfen ihrer atherischen Lisung, wie es in der friiheren Arbeit 
angegeben worden ist, als Ol zuriickbleibt. Ein Teil davon kry- 





*) Sie sind damit Versuchen zuvorgekommen, die im hiesigen Institut 
im Gange und schon weit geférdert waren. Es war selbstverstindlich, dai 
wir die von uns erfolgreich begonnenen Studien iiber a-Amino-f-oxybutter- 
siure fortsetzen wiirden. Es ist ferner ausdriicklich auf die im Gang be- 
findliche Spaltung der synthetisch bereiteten i-c-Amino-f-oxybuttersiure 
hingewiesen worden"). AuBere Umstiinde bewirkten, daB die Versuche nicht 
so rasch geférdert werden konnten, wie es auch fiir uns wiinschenswert 
war. Nun ist durch die Mitteilung der genannten Autoren, die unsere selbst- 
verstindliche Bitte unberiicksichtigt gelassen haben, unsere Arbeit iiber die 
Zerlegung von d,l-c-Amino-§-oxybuttersiure mittels chemischer Methoden 
iiberholt. 
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| stallisierte ohne weiteres Zutun, der Rest blieb jedoch élig. Die 
| unkrystallisierte Verbindung schmolz bei 59° [Wood, Madden 
' und Carter’) geben 62—63° an]. Es wurden beide Teile, nimlich 
| der krystallisierte und der dlige, fiir sich aminiert. Die Aminierung 
' nahmen wir zuletzt im Autoklaven mit der 10fachen Menge 
| 25°/,igen Ammoniaks vor. Nach 2stiindigem Erhitzen auf 100° 
| wurde die Aminierung abgebrochen. Die aus der krystallisierten 
| g-Brom-6-methoxybuttersiure erhaltene Oxyaminosaure zeigte den 
' gleichen Zersetzungspunkt wie die aus dem entsprechenden dligen 
' Produkt dargestellte, nimlich 237—239°. Die Gesamtausbeute 
| betrug 35—40°/,. Beide Produkte wurden in bekannter Weise 
| reduziert und die erhaltenen Aminobuttersiuren als Benzolsulfo- 
| derivate isoliert. Schmelzp. 145°. Wir stellten ferner von beiden 
' genannten Verbindungen die Mono- und Dibenzoylverbindung dar 
' und erhielten dabei die gleichen Verbindungen. Endlich gewannen 
| wir noch die Benzolsulfo-a-amino-f-oxybuttersiure. Auch 
_ hier zeigte sich kein Unterschied in den Kigenschaften, gleich- 
_ giltig, ob von dem oben erwihnten krystallisierten oder dligen 
| Produkt ausgegangen worden war. 


Um auszuschlieBen, daB bei der Synthese neben der a-Amino- 


' verbindung noch #-Amino-a-oxybuttersiure entstanden war, haben 
' wir das Benzolsulfoderivat der entsprechenden 8-Aminobutter- 
| siure dargestellt. Schmelzp. 120°. Der Mischschmelzpunkt mit 
Benzolsulfo-e-aminobuttersiure (jenes Priparat, das wir bei der 
| Reduktion der Oxy-aminobuttersiure erhalten hatten) lag bei 107°. 
| Benzolsulfo-v-aminobuttersiure schmilzt bei 145°. Es ist somit, 
| wie frither schon festgestellt, keine f-Aminoverbindung gebildet 
| worden. 


Bei der Kuppelung der von uns gewonnenen Oxyamino- 


| buttersiiure mit d,l-aw-Bromisocapronylchlorid zeigte es sich, 
_ daf zwei sich in ihren EKigenschaften scharf unterscheidende Produkte 
 entstanden waren. Das eine krystallisierte aus wenig Chloroform 
' aus, wihrend das andere in Lésung blieb. Es konnte erst nach 
| Verdampfen des Lésungsmittels unter wiederholtem Anreiben mit 
| wasserfreiem Petrolither fest erhalten werden. Es lieB sich aus 
_ Chloroform und Petrolather umkrystallisieren. Das erstere Produkt 


schmolz bei 155°, das letztere bei 122°. Hierzu ist zu bemerken, 


| daB die Synthese von e-Amino-f-oxybuttersiure wiederholt durch- 
| gefihrt worden ist. Die Ergebnisse waren stets die gleichen. Ebenso 
' wurden regelmaBig die beiden erwihnten d,l--Bromisocapronyl- 


d,l-¢-amino-f-oxybuttersiuren vom Schmelzp. 122° und 155° 
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erhalten. Wie aus dem experimentellen Teil hervorgeht, gahen 
beide Verbindungen Analysenergebnisse, die mit der angenommener 
Zusammensetzung der Verbindung iibereinstimmten. 

Hs ist uns olfenbar gelungen, die i-@-Amino-f/-oxybutter. 
siure in zwei Anteile zu trennen. Theoretisch méglich sind 
bei Anwesenheit von d,l-Threonin und d,l-Allothreonin in dey 
d,l-¢-Bromisocapronylverbindungen 4 Racemkérper, nimlich: 

d-a«-Bromisocapronyl-d-threonin + ]-e-Bromisocapronyl-l-threonin, 
d-o-Bromisocaprony]-l-threonin + |-a-Bromisocaprony]-d-threonin, 
d-o«-Bromisocapronyl-d-allothreonin + l-«-Bromisocaprony]-l-allothreonin, 
d-«-Bromisocaprony]-l-allothreonin + l-a-Bromisocapronyl-d-allothreonin. 

Beim Versuch, die beiden verschieden schmelzenden Bromkérper 
fermentativ zu spalten, ergab sich bei wiederholten Ansiitzen, dai 
nur die bei122° schmelzende Verbindung gespalten wurde, 

Wir haben beide erwihnten @-Bromisocapronylverbindungen 
in gewohnter Weise fiir sich aminiert. Die aus dem bei 122" 
schmelzenden Produkt gewonnene d,l-Leucyl-c-amino-f-oxybutter- 
siiure zersetzte sich bei 195°. Das aus dem anderen Racemkiérper 
dargestellte Dipeptid zeigte Zersetzungsp. 233°. Von den beiden Ver- 
bindungen ist die bei 193° schmelzende in Wasser leichter léslich. 

Erepsin spaltete nur das bei 193° schmelzende Di- 
peptid, wihrend das bei 233° schmelzende unangegrifien 
blieb. 

Im AnschluB an die eben erwihnte Feststellung haben wir 
aus den beiden erwihnten d,l-a@-Bromisocaprony]-d,l-@-amino- 
f-oxybuttersiuren vom Schmelzp. 122° und 155° durch Hydrolyse 
die beiden racemischen «-Amino-f-oxybuttersaéuren dargestellt. Aus 
dem Bromkérper 122° erhielten wir eine «-Amino-f-oxybuttersiiure 
vom Zersetzungsp. 227—229° (bei 215° erfolgte Briunung). Der 
Bromkérper vom Schmelzp. 155° lieferte eine Verbindung vom Zer- 
setzungsp. 239—241° (von 225° an Braunung). Der Mischschmelz- 
punkt der beiden genannten Verbindungen ergab Zersetzungs- 
punkt gegen 231° (von 215° an Braiunung). 

Von beiden erwihnten Racemkérpern haben wir die Mono- 
und Dibenzoylverbindung dargestellt. Es sei die Verbindung mit 
Zersetzungsp. 227—229° Racemkoérper I genannt und diejenige mit 
Zersetzungsp. 239—241° Racemkérper I. Das Monobenzoyl- 
produkt vom Racemkérper I zeigte Schmelzp. 178° und das 
Dibenzoylprodukt Schmelzp. 147—148° Die Monobenzoy!- 
verbindung vom Racemkérper II schmolz bei 176° und das 
Dibenzoylprodukt bei 174°. 
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West und Carter’) geben fiir die Monobenzoylverbindung 
des d,l-Allothreonins Schmelzp. 175—176° an. Das Dibenzoyl- 
produkt haben sie nicht dargestellt. Fiir d,l-Allothreonin fanden sie 
Zersetzungsp. 237—239°. Fiir Benzoyl-d,l-threonin und d,1-Threonin 
veben sie Schmelzp. 143—144° bzw. 227—229° an. Vergleicht 
man die entsprechenden Werte, die wir fiir die beiden freien 
Racemkérper gefunden haben, dann ergibt sich, daB Racemkorper | 
dem d,l-Threonin und Racemkérper II dem d,l-Allothreonin ent- 
sprechen kénnte. Wahrend der Schmelzpunkt der Benzoylverbindung 
von Racemkérper I] mit demjenigen von Benzoyl-d,l-allothreonin 
iibereinstimmt, ist das beim entsprechenden Derivat des Racem- 
kjrpers I nicht der Fall. Wir fanden beim Monobenzoylprodukt 
Schmelzp. 178°, wihrend die Dibenzoylverbindung bei 147—148° 
schmolz. Infolge dieser Abweichung haben wir vom Racemkoérper | 
wiederholt die Mono- und Dibenzoylverbindung dargestellt. Das 
Ergebnis war stets das gleiche. Wir haben auch die Monobenzoyl- 
verbindung in die Dibenzoylverbindung verwandelt und umgekehrt. 
Eine Erklirung fiir die erwihnte Abweichung kénnen wir zur Zeit 
nicht geben*) 

Wir haben den Versuch unternommen, die durch Erepsin 
zw. Trypsin hydrolysierbaren Verbindungen mittels dieser fermente 
zu spalten mit dem Ziele, zur natiirlichen @-Amino-f-oxybutter- 
siure zu gelangen. Es waren jedoch die Ausbeuten an der ge- 
nannten Verbindung infolge der Schwierigkeiten der Abtrennung 
der bei der Hydrolyse entstehenden Produkte, die alle sehr ahn- 
liche EKigenschaften haben, zu gering, um sie in vollig reinem 
Zustand zu erhalten. Vor allem stérten auch die mit der Ferment- 
lisung eingebrachten Stoffe. Wir haben dann noch 5g des Racem- 
kirpers I einem Kaninchen eingespritzt. Der Harn zeigte nach der 
parenteralen Zufuhr der Aminosiure eine Zunahme an NH,—N und 
ferner Rechtsdrehung. Es gliickte nicht, die zu erwartende Amino- 
siure in reinem Zustand zu gewinnen. Infolgedessen verwandelten 
wir sie in die Benzoylverbindung. Ihre Reinigung war gleichfalls 
mit erheblichen Schwierigkeiten verkniipft. Die schlieBlich in ge- 
ringer Ausbeute erhaltene Verbindung erwies sich als das Mono- 
benzoylprodukt (Schmelzp. 151°). Es zeigte in alkoholischer Lésung 
Rechtsdrehung ([@]?°° =+ 25,1°). Zu erwarten war Benzoyl- 


D 


*) Es sind Beispiele bekannt, bei denen das Dibenzoylprodukt tiefer 
schmilzt als die Monobenzoylprodukte (z. B. Monobenzoylserin Schmelzp. 171°, 
Dibenzoylserin 124° 
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l(+)-threonin. Diese Verbindung zeigt nach West und Carter 
Schmelzp. 147—148° und [@]'*° = — 25,5°, Hs ist nicht mitgeteilt, 
in welchem Lésungsmittel die Drehung bestimmt worden ist, 
Vorlaufig besteht keine Ubereinstimmung mit dem von uns ge. 
fundenen Wert (Rechtsdrehung) und dem von West und Carter 
angegebenen, und zwar in Hinsicht auf die Drehungsrichtung. Der 
Versuch muB mit neu dargestelltem Racemkérper I wiederholt 
werden. | 

Mc. Coy, Meyer und Rose’) diskutiéren 8S. 300 die Frage, 
ob Schryver und Buston!!) Amino-oxybuttersiure unter den 
Spaltprodukten von Eiweif aufgefunden haben oder nicht. Hierz 
ist zu bemerken, daB der eine von uns (EK. A.) und K. Heyns durch 
die Arbeit der erwihnten Autoren zu der Synthese von a-Amino- 
f-oxy-aminosiuren angeregt worden ist. Ks sollten die synthetisch 
erhaltenen Verbindungen in ihren Kigenschaften mit den von den 
genannten Autoren beschriebenen verglichen werden. Gewisse Be- 
denken waren von vornherein dadurch entstanden, da8 Schryver 
und Buston angaben, bei der Benzoylierung der Amino-oxy- 
buttersiure ein Dibenzoylprodukt erhalten zu haben. Gekuppelt 
wurde mit Benzoylchlorid in der tiblichen Weise. Uber die Bildung 
einer Monobenzoylverbindung wird nichts berichtet. Der Schmelz- 
punkt des erwihnten Derivates lag bei 112°. Nun schmilzt die 
Dibenzoylverbindung der beiden von uns gewonnenen racemischen 
a«-Amino-§-oxybuttersiuren bei 147—148° bzw. 174° Von den 
amerikanischen Autoren hat keiner die Dibenzoylverbindung der 
«-Amino-f-oxybuttersiure dargestellt. Monobenzoyl-d(—)-threonin 
zeigt nach West und Carter Schmelzp. 147—148°. Nach diesen 
Feststellungen ist es zweifelhaft, ob Schryver und Buston die 
genannte Oxyaminosiure in Hinden hatten. 


Experimenteller Teil. 


Priifung der Zusammensetzung 
der auf §. 173 erwahnten beiden o-Amino-f-oxy-buttersauren, 
gewonnen aus der fliissigen und krystallisierten Phase 
der «-Brom-/-methoxy-buttersaure. 


1. Darstellung der Mono- und Dibenzoylverbindung. 


a) Dibenzoylverbindung. Je 1g der erwihnten o«-Amino-f-oxy- 
buttersiuren wurden in 5 ccm n-NaOH gelést und 4,5 g Benzoylchlorid 
und 35 ccm 2n-Natronlauge in 10 Portionen in der Kilte zugefiigt. Die 
Lésung wurde stets ganz schwach alkalisch gehalten. Nach Ansiuern mit 
5n-HCl wurde der entstandene Niederschlag 2 Stunden stehen gelassen 
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und dann abgesaugt, die Benzoesiiure mit Petrolither entfernt. Nach mehr- 
' maligem Umkrystallisieren aus 30°/,igem Alkohol zeigten die beiden 
| Dibenzoylprodukte den gleichen Schmelzp. 174°. 


0,0468 g Subst. verbr. 1,45 cem n/10-H,SO,. 
C,3H,,O,N (327,13) Ber. N 4,28 Gef. N 4,3. 


b) Monobenzoylprodukt. Die Filtrate aus der vorhergehenden 


_ Kuppelung wurden unter vermindertem Druck zur Trockne verdampft. 
Der verbleibende Riickstand wurde anschlieBend durch éfteres Abdampfen 
' mit Alkohol unter vermindertem Druck mdéglichst vom Wasser befreit, der 
' trockne Riickstand 3mal mit absolutem Alkohol ausgezogen und die alko- 


holische Lésung im Vakuum eingedampft. Den Riickstand nahmen wir in 
wenig Alkohol auf und fillten mit Petroliither. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren schmolzen die beiden Monobenzoylprodukte bei 176°. 


0,0406 g Subst. verbr. 1,80 cem n/10-H,SO,. 
C,,H,,0,N (223,1) Ber. N 6,27 Gef. N 6,21. 


Darstellung der Benzolsulfo-c-amino-/-oxy-buttersauren. 


Je 1g der «-Amino-f-oxy-buttersiiuren wurden mit je 10 g Benzol- 


_ sulfochlorid und 70 ccm n-Natronlauge in der Kilte gekuppeit. Beim An- 
' siuern mit verdinnter Salzsiure fiel das Kupplungsprodukt nicht aus. Erst 
' nach Eindampfen auf */, des Volumens begann die Krystallisation des 
Derivates. Kupplungsprodukt aus Wasser umkrystallisiert. Beide Ver- 
| bindungen zeigten Schmelzp. 162°. 


0,0455 g Subst. verbr. 1,75 cem n/10-H,SO,. — 5,052 mg Subst. 

8,535 mg CO,, 2,310 mg H,O. — 10,220 mg Subst.: 9,245 mg BaSQ,. 
C,,H,s0;NS (259,22) Ber. C 46,31 H5,05 N 5,40 S 12,87 
Gef. , 46,10 ,, 5,11 ,, 5,88 4, 12,42. 


Auf Grund der erwihnten Feste§@flungen schlieBen wir, daB aus der 
liissigen und der krystallisierten o-Bromg-methoxy-buttersiure die gleiche 
a-Amino-§-oxy-buttersiiure entstanden war. 


Reduktion der beiden @-Amino-/-oxy-buttersduren mit Jodwasserstoff. 


Je 2g der aus der fliissigen und krystallisierten Phase der «-Brom- 
j-methoxy-buttersiiure gewonnenen a-Amino-§-oxy-buttersiiuren wurden mit 


| je 20 cem Jodwasserstoffsiure (d = 2,00) und 1g Phosphor 5 Stunden lang 


im Bombenrohr auf 150° erhitzt. Die weitere Aufarbeitung war die iibliche. 
Wir stellten von beiden verbleibenden Aminosiiuren die Benzolsulfoverbindung 
dar. Sie zeigten beide denselben Schmelzp. 145°. 
0,0378 g Subst. verbr. 1,56 cem n/10-H,SO,. 
Ci9H,3;0,NS (243,22) Ber. N 5,76 Gef. N 5,78. 


Wir haben schlieBlich noch die Benzolsulfoverbindung der 6- Amino- 
buttersiure dargestellt; 1 g 6-Amino-buttersiure wurde in 10 cem n-Natron- 
lauge gelést und in der Kilte mit 5 g Benzolsulfochlorid und 50 ecm n-Natron- 
lauge gekuppelt. Nach dem Ansiuern fiel das Derivat aus. Schmelzpunkt 
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nach Umkrystallisieren aus heibem Wasser 120°. Mischschmelzpunkt mit 
den beiden oben erwihnten Benzolsulfo-amino-buttersiiuren gegen 107° 


Durch diesen Versuch ist ausgeschlossen, daB bei der Synthese der a-Amino. 
6-oxy-buttersiiure auch §-Amino-c-oxy-buttersiure entstanden ist. 


0,0378 g Subst. verbr. 1,56 cem n/10-H,SO,. — 5,140 mg Subst. 
9,265 mg CO,, 2,530 mg H,O. — 10,432 mg Subst.: 10,240 mg BaSQ,. 


C,,H,30,NS (248,22) Ber. C 49,36 H5,38 N5,76  S 13,13 
Gef. ,, 49,18 ,, 5,50 ,, 5,78 ,, 13,48. 


Trennung der beiden Racemate der i-«-Amino-§-oxy-buttersaure 
iiber die entsprechenden «-Bromisocapronyl-«-amino-f-oxy-butter. 
sauren. 5 g i-«-Amino-f-oxy-buttersiiure in 25 ccm n-Natronlauge gelist 
und in der Kilte mit 10 g d,l-a-Bromisocapronylchlorid (in 20 eem Ather 
gelést) und 100 ccm n-Natronlauge gekuppelt. Nach Beendigung des 7v- 
satzes des Sdurechlorids wurde noch 2 Stunden geschiittelt und die alka. 
lische Lésung ausgeithert. Nach dem Ansiiuern fiel das Kupplungsprodukt 
als Ol aus. Es wurde in Ather aufgenommen. Die Lésung wurde mit 
Natriumsulfat getrocknet, verdampft und der Riickstand iiber Phosphor. 
pentoxyd getrocknet. Der sirupartige Riickstand wurde anschlieBend in 
wenig Chloroform aufgenommen. Nach 24stiindigem Stehen im LEis- 
schrank hatte sich das Kupplungsprodukt in schénen Krystallen ab- 
geschieden. Die Mutterlauge wurde angeimpft. Es erfolgte eine weitere 
Krystallisation. Nach Umkrystallisation aus viel Chloroform schmolz die 
Verbindung bei 155°. 


0,0493 g Subst. verbr. 1,70 ecem n/10-H,SO,. — 4,991 mg Subst.: 
7,345 mg CO,, 2,78 mg H,O. — 12,750 mg Subst.: 8,235 mg AgBr. 


C,,H,,0,NBr (296,12) Ber. C 4054 H612 N 4,73 Br 26,99 
Gef. ,, 40,15 ., 623 ,, 4,83 » 27,48 


Beim Umkrystallisieren aus Chloroform waren nur relativ geringe 
Mengen des Bromk6rpers auskrystallisiert. Beim Einengen der Mutterlauge 
erfolgte keine weitere Krystallisation, infolgedessen wurde die Chloroform- 
lésung im Vakuum villig eingedampft. Es hinterblieb ein Ol. Es machte 
etwa 70—75°/, des gesamten Kupplungsproduktes aus. Nach Zusatz von 
wasserfreiem Petrolither wurde es nach mehrtigigem Stehen und wieder 
holtem Reiben fest. Der Petrolither wurde mehrfach erneuert. Beim Um- 
krystallisieren aus Chloroform—Petrolither wurde eine Verbindung vom 
Schmelzp. 122° erhalten. Bei wiederholtem Umkrystallisieren fnderte sich 
der Schmelzpunkt nicht. 


0,0535 g Subst. verbr. 1,80 cem n/10-H,SO,. — 4,985 mg Subst. 
7,360 mg CO,, 2,750 mg H,O. — 11,308 mg Subst.: 7,200 mg AgBr. 


Gef. C 4028 H6,17 N 4,71 Br 27,10. 


Die beiden a-Bromisocaprony]-a-amino-f-oxy-buttersiuren vom Schmelz: 
punkt 122 und 155° unterscheiden sich deutlich durch ihre verschiedene 
Léslichkeit in Chloroform. Wéibhrend die erstere durch wenig Chloroform 
leicht gelést wird, braucht die letztere eine bedeutend gréBere Menge von 
diesem Lésungsmittel. 
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Priifung des Verhaltens 
der beiden d,l-c-Bromisocapronyl-d,l-c-amino-/-oxy-butterséuren 
vom Schmelzp. 122 bzw. 155° gegeniiber Trypsin. 


Das Trypsin wurde in der itiblichen Weise dargestellt und auf seine 


| Wirksamkeit gepriift. Mit den eigentlichen Versuchen liefen zugleich 
' 2Kontrollversuche — Bromkérper ohne Fermentlésung und Fermentlésung 
' ohne Bromkérper — mit. 


d,l-a~- Bromisocapronyl-a- amino - £- oxy -buttersiure vom 














Schmelzp. 155°. | Schmelzp. 122°. 
0,304 ¢ Substanz | 0,300 ¢ Substanz 
ert mit NaOH neutralisiert, 4 ccm Pufferlésung py = 8,6, 
2 cem Trypsinlésung, mit Wasser auf 10 cem aufgefiillt 
18 Uhr 0,72 cem n/10-KOH *) | 0,72 cem n/10- KOH *) 
20 5, 0,73 ,, dgl. | 0,75, dgl. 
z 0,76 ,, dgl. 0,99 ,, dgl. 
18 ,, 0,84 ,, dz. 1,28 ,, dgl. 
Kontrollversuche 
Zeit 0,2564 ¢ Substanz mit NaOH 4cem Pufferlésung py = 8,6, 
neutralisiert, 4 ccm Pufferlésung | , Trvpsinlé t, Wasen 
“ WwW f10cem | 2¢°™ Trypsinlésung, mit Wasser 
a) ee auf 10 cem aufgefiillt 
aufgefiillt | 
18 Uhr 0,76 cem n/10- KOH *) 0,66 cem n/10-KOH *) 
20 5, 7? del. | OW . dgl. 
8 0,80 ,, dgl | 0,74 ,, del 
18 , 0,88 ,, dgl GIT 5 dgl. 
Aminierung 


der beiden d,l-c-Bromisocapronyl-d, l-c-amino-/-oxy-buttersiuren 
vom Schmelzp. 122 und 155°. 


Aminiert wurde in beiden Fillen durch Eintragen der Bromko6rper in 
die 10fache Menge 25°/,igen, wiBrigen Ammoniaks. Die Aminierung wurde 
in einer besonderen Probe durch Titration des abgespaltenen Broms ver- 
folgt. Nach 3 Tagen waren 72,8°/, des Bromkérpers aminiert. Nach 
4Tagen betrug die Aminierung 80,08°/,. Bei diesem Wert blieb sie stehen. 
Die Aufarbeitung der aminierten Produkte erfolgte in der iiblichen Weise. 
Das aus dem Bromkérper vom Schmelzp. 122° erhaltene Dipeptid fing beim 
Erwiirmen bei 185° an zu sintern und zersetzte sich bei 193°. 


0,0190 g Subst. verbr.: 1,64 cem n/10-H,SO,. — 5,021 mg Subst.: 
9,450 mg CO,, 8,890 mg H,0. 
C,,H,,0,N. (232,28) Ber. ©5169 H862 N 12,07 
Gef. ,, 51,85 ,, 867 ,, 12,09. 


*) Titriert wurden jeweils 2 ccm der Liésung nach Willstiatter. 
12* 
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Aus dem Bromkérper vom Schmelzp. 155° erhielten wir ein Dipeptid 
das bei 228° anfing zu sintern, und das sich bei 233° zersetzte. 


0,0215 g Subst. verbr. 1,89 cem n/10-H,SO,. — 5,573 mg Subst. 


10,51 mg CO,, 4,34 mg H,O. 
Gef. C 51,45 H 8,71 N 12,31. 


Von den beiden genannten Dipeptiden ist das vom Schmelzp. 193° ir 
Wasser leichter léslich als das yom Schmelzp. 233°. 


Einwirkung von Erepsin 
auf die d,l-Leucyl-d,1l-c-amino-f-oxy-buttersiuren 
vom Schmelzp. 193 und 238°. 


Die Erepsinlésung wurde in bekannter Weise dargesteilt und ihre 
Wirkung mittels d,l-Leucyl-glycins festgestellt. 








eng es 























et, an 233°. | a te 193°. 
0,1004 mg Substanz ie 0,1079 g § Substanz 
Zeit mit NaOH neutralisiert, 4 eem - Pufferlésung Pu= 1,8, 
2 com n Erepsinlésung, mit Wasser auf 1 10 cem 1 aufgefiilt 
13 Uhr L, 06 ecm n/20-KOH *) | 1,05 eem “n/20- KOH *) 
1B 1,07 _,, dgl. | 136 , dgl. 
D gs 1,08 " dgl. | 1,90 m dgl. 
is. 1,10 ,, del. | in. dgl. 
Kontrollversuche 
— 0, 1010 ¢g - Substanz mit NaOH | > . on ta 
Zeit neutralisiert, 4cem Pufferlésung | be ony Pufferlésung i a8, 
ne > | 2eem Fermentlésung, mit Wasser 
Py =7,8, mit Wasser auf 10cem | f 10 trefiill 
enigerallt _ och SaRerae 
13 Uhr 0,88 cem n/20- KOH *) “0,92 ¢ ccm n n/20- KOH*) 
is. 0, aS dgl. | 0,22 ,, dgl. 
“ee 0,88 ,, dgl. | 0,24 ,, dgl. 
13 ,, 0,89 ,, dg. 0264, gl. 
Darstellung 


der den d,l-a-Bromisocapronyl-d,1l-a-amino-/-oxy-butiersduren 
vom Schmelzp. 122 und 155° entsprechenden Racemk@érper. 


1 g a-Bromisocapronyl-«-amino-§-oxy-buttersiiure vom Schmelzp. 122° 


wurde mit der 10fachen Menge 10°/,iger Salzsiiure 6 Stunden am Riickflub- 
kiihler gekocht. Dabei schied sich die «-Bromisocapronsiiure als Ql ab. 
Nach dem Erkalten wurde ausgeithert. Die wiBrige Lésung wurde unter 
vermindertem Druck, zuletzt unter mehrmaligem Zusatz von absolutem 
Alkohol abgedampft. Das verbliebene Hydrochlorid wurde in Alkoho! auf 
genommen und in der Kilte Ammoniak eingeleitet. Hierauf wurde im 


*) Titriert wurden jeweils 2 cem der Lésung nach Willstitter. 
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Vakuum abgedampft und der Riickstand mehrmals aus Wasser und Alkohol 
umkrystallisiert. Die freie Aminosiure zeigte Schmelzp. 227—229° (bei 215° 
trat Braunfirbung ein). 


0,022 g Subst. verbr. 1,85 cem n/10-H,SO, — 4,799 mg Subst. 
7,075 mg CO,, 3,23 mg H,0. 

C,H,O,N (119) Ber. C 40,34 H7,60 N 11,76 
Gef. ,, 40,22 ,, 7,58  , 11,78. 

1 g a-Bromisocapronyl-c-amino-f-oxy-buttersiure vom Schmelzp. 155° 
wurde in genau der gleichen Weise gespalten. Die isolierte Aminosiiure 
zeigte Schmelzp. 239—241° (bei 225° Briiunung). 

0,0254 g Subst. verbr. 2,15 ccm n/10-H,SO, — 4,891 mg Subst.: 
7,160 mg CO,, 3,830 mg H,0O. 

Gef. C 39,94 H 7,61 N 11,84. 

Mischschmelzpunkt: 0,209 g RacemkérperI und II wurden in der 
Reibschale zusammen verrieben. Beim Erwirmen trat bei 215° Verfirbung 
ein und Zersetzung bei 231°. 


Mono- und Dibenzoylverbindung des Racemkorpers I. 


Die Benzoylierung des d,l-Threonins und die Isolierung der Benzoy)- 
produkte erfolgte in der gleichen Weise, wie S. 176 beschrieben. 


a) Monobenzoylprodukt, Schmelzp. 178°. 
0,0230 g Subst. verbr. 1,05 cem n/10-H,SO,. — 5,001 mg Subst.: 
10,86 mg CO,, 2,567 mg H,0. 
C,,H,;0,N (223,1) Ber. C 59,19 H587 N 6,27 


Gef. ,, 59,24 ,, 5,74 ,, 6,39. 
b) Dibenzoylprodukt, Schmelzp. 147—148°. 
0,0301 g Subst. verbr. 0,95 cem n/10-H,SO,. — 4,747 mg Subst. 


11,516 mg CO,, 2247 mg H,O. 
C,,H,,0,N (327,13) Ber. C€ 65,92 H 5,19 N 4,28 
Gef. ,, 66,15 ,, 5,30 ,, 4,42. 


Mono- und Dibenzoylprodukt aus Racemkorper II. 
a) Monobenzoylprodukt, Schmelzp. 176° 
0,0499 g Subst. verbr. 2,28 cem n/10-H,SO,. — 3,860 mg Subst.: 
8,392 mg CO,, 2,036 mg H,0. 
Gef. C 59,31 H 5,90 N 6,40. 
b) Dibenzoylprodukt, Schmelzp. 174°. 
0,0329 g Subst. verbr. 1,03 ccm n/10-H,SO,. — 5,165 mg Subst. 
12,562 mg CO,, 2,420 mg H,O. 
Gef. C 66,385 H 5,24 N 4,36. 


Zusammenfassung. 


Bei Wiederholung der Synthese von «-Amino-f-oxybuttersaure 
nach dem von Emil Abderhalden und K. Heyns angewandten 
Verfahren wurden entgegen den Angaben von M. L. Wood, 
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R. J. Madden und H. KE. Carter beide zu erwartenden Race. 
kérper erhalten. Bei der Darstellung des d,l-@-Bromisocaprony]. 
derivates wurden zwei sich in ihren Eigenschaften und insbesondere 
auch im Schmelzpunkt scharf unterscheidende Verbindungen er. 
halten. Die bei 122° schmelzende wurde von Trypsin angegriffen, 
die bei 155° schmelzende dagegen nicht. Aus den beiden genanntey 
Bromkérpern wurden durch Aminierung die entsprechenden 
d,l-Leucylverbindungen gewonnen. Das bei 193° schmelzende 
Dipeptid wurde von Erepsin hydrolysiert. Dipeptid (Schmelzp. 233 ' 
blieb ungespalten. Durch Hydrolyse der d,l-a-Bromisocapronyl- 
d,l-@-amino-f-oxybuttersiuren vom Schmelzp. 122° und 155! 
wurden die entsprechenden d,l-a@-Amino-f-oxybuttersiuren ge. 
wonnen. Der eine Racemkérper entsprach in seinen Kigenschaften 
und in denjenigen der Monobenzoylverbindung dem d,1]-Allothreonin 
von H. D. West und H. E. Carter. Der andere Racemkérper, 
von dem angenommen werden konnte, daB er mit d,l-Threonin 
identisch sei, wies zwar den entsprechenden Schmelzpunkt der 
freien Verbindung auf, jedoch zeigte die Monobenzoylverbindung 
einen anderen Schmelzpunkt als ihn West und Carter angeben. 
Bei der Einspritzung des letzteren Racemkérpers unter die Haut 
eines Kaninchens trat im Harn eine nach rechts drehende Ver- 
bindung auf, die allem Anschein nach 1(+)-Threonin war. Das 
Monobenzoylprodukt dieser Verbindung drehte nach rechts. 
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Cholesterin und Tumorwachstum. 
Von 


A. Lang und R. Rosenbohm. 


(Aus dem Krebsinstitut des Univ.-Krankenhauses Eppendorf-Hamburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1937.) 


Kin wachstumsfoérdernder Einflu8 des Cholesterins auf Impt- 
tumoren ist in der Literatur hiufig beschrieben worden. Im 
cleichen Sinne spricht offenbar auch der Befund, daB bei cholesterin- 
armer Ernihrung die Impfausbeute stark herabgesetzt ist. 
(Robertson und Burnett), Tesauro?), Borst*), Jaffe und 
Eliassow4), Eber, Klinge und Wacker‘), Bernstein und 
Elias’), Wolkow’), Rondoni®’), Roffo%), Correa?’)]. 

Nach unseren friiheren Versuchen1!) wird Cholesterin, das 
normalen Ratten durch mehrere Wochen regelmifig zugefiihrt 
wird, hauptsichlich in der Leber und — in geringerem AusmaBe — 
auch in anderen Organen gespeichert, wihrend Cholesterin, das 
unter gleichen Bedingungen an Jensensarkom-Ratten verfiittert 
wird, in der Leber weniger und im Tumor iiberhaupt nicht ge- 
speichert wird. Diese Befunde haben wir in der vorliegenden 
Arbeit noch einmal an einem gréferen Material bestitigt und 
gleichzeitig die Angaben der genannten Autoren iiber die wachstums- 
fordernde Wirkung des Cholesterins auf Impftumoren nachgepriift. 

In den Versuchen der genannten Autoren wurde das Cholesterin teils 
mit der Nahrung, teils intraperitoneal zugefiihrt und festgestellt, dab bei 
dem experimentell erhéhten Cholesterinangebot das Wachstum und das 
Angehen von Impftumoren gesteigert ist. Da sich aber bei Zufuhr des 
Cholesterins mit der Nahrung nicht zuverlissig bestimmen laBt, wieviel von 
der angebotenen Menge tatsiichlich aufgenommen wurde, haben wir in 
unseren Versuchen aus feinzerriebenem Brot, Schweinemalz und Cholesterin — 
dem zur besseren Resorption 10°/, Gallensiiure zugesetzt worden war — 
unter Erwirmen eine gleichm&Bige Masse bereitet und aus Portionen, die 
je 0,1 g Cholesterin enthielten, Pillen geformt. Diese wurden den Versuchs- 
tieren in sonst leeren Glaskifigen vor der tiglichen Fiitterung verabreicht 
und gern genommen. Die Cholesterinzufuhr begann in einigen Versuchs- 
serien liingere, in anderen kurze Zeit vor der Transplantation, und es wurde 
durch Bestimmung des Cholesteringehalts der Leber der Nachweis erbracht, 


daB das Cholesterin tatsichlich gespeichert worden war, was — soviel uns 
bekannt ist — durch andere Autoren nicht festgestellt wurde. 
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Die Cholesterinwerte der Leber von Tumortieren, die sich 
bei diesen Fiitterungsversuchen ergaben, stimmten mit den Werten 
einer Kontrollserie (Serie IV) iiberein, in der auch tumorfreie Tiere 
mit Cholesterin gefiittert wurden. Da der mittlere Cholesterin- 
gehalt der Leber in dieser Kontrollserie 590 mg-°/, betrug, mu 
geschlossen werden, daB die Speicherungsfahigkeit der Leber von 
Tumortieren nicht herabgesetzt ist. 

Wir haben weiter die Beobachtung gemacht, daB der 
Cholesteringehalt der Leber bei langfortgesetzter Cholesterin- 
verfiitterung weder gleichmiBig ansteigt noch nach Erreichung 
eines bestimmten Wertes konstant bleibt. Der Cholesteringehalt 
der Leber zeigt vielmehr starke und allem Anschein nach perio- 
dische Schwankungen. Die gespeicherte Cholesterinmenge und 
der Zeitpunkt, in dem die stirkste Speicherung erreicht wird, 
sind dabei nicht immer gleich, sondern in verschiedenen Versuchs- 
serien verschieden. Dieser Befund gilt anscheinend nicht nur 
fiir die Leber, sondern auch fiir die anderen Organe, denn wir 
haben ihn bei Niere, Milz und Hirn gefunden. Die periodischen 
Schwankungen im Cholesteringehalt der Leber kénnten dadurch 
bedingt sein, daB dieses Organ Cholesterin an das Blut abgibt, 
woriiber der Cholesterinspiegel des Blutes voraussichtlich Auskuntt 
geben wiirde. 

Aus den mitgeteilten Befunden ergibt sich folgendes: 

1. Bei normaler Mischkost wird regelmaBig zugefiihrtes 
Cholesterin im Jensensarkom nicht gespeichert. Die geringe 
Speicherung, die sich in Serie I gezeigt hatte, wurde in den fol- 
genden Versuchen nicht wieder beobachtet. LEinzelne hohere 
Cholesterinwerte, die in verschiedenen Versuchsserien auftreten, 
fiihren wir in Ubereinstimmung mit unseren friiheren Befunden ™) 
auf eine spontane Hemmung des normalen Tumorwachstums zuriick. 

2. Bei Zufuhr von 0,1 g Cholesterin + 0,01 g Gallensiure 
pro Tag (Serie I, III, IV und V) wird das Wachstum der Tumoren 
herabgesetzt, und zwar — gemessen am Faktor 10000 a — gegen- 
iiber den Kontrolltumoren auf 80, 59, 80 und 96°/,. 

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Angaben der 
eingangs erwaihnten Autoren, nach denen Cholesterin das Wachstum 
der Tumoren steigern soll. Das Wachstum der Tumoren braucht 
aber nicht nur von der Kost, sondern kénnte auch vom Wachstum 
der Tiere abhiingen, da — wie Konsuloff}%) gezeigt hat, bei 
Impftumortieren das Wachstum des Tumortrigers und des Tumors 
parallel geht. In unseren Versuchen war das Wachstum der 





Tumorwachstum und Cholesterinspeicherung. 
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cholesteringefiitterten Tumortiere schlechter als das der Tumor. 
kontrolltiere, und wir nehmen an, daB ein Teil der Wachstums. 
hemmung der Tumoren auf eine Schidigung der Versuchstiere 
durch die langfortgesetzte Cholesterinverfiitterung zuriickzufiihren 
ist. Das schlechte Wachstum der Versuchstiere kénnte schlieBlich 
durch eine Giftwirkung der verabreichten Gallensiure bedingt sein. 
Lustig und Wachtel!4) machen die Angabe, daB Gallensiuren 
das Angehen von Impftumoren verzégern, wihrend nach Shear" 
das Wachstum der Tumoren nicht beeinflu8t werden soll. 

Um die Frage zu kliren, ob die Gallenséuren einen bestimmten 
KinfluB auf das Tumorwachstum haben und worin dieser bestehi, 
wurde in zwei weiteren Versuchsserien (VI und VII) keine Gallen- 
siiure gegeben. In Serie VI, in der die Versuchstiere 0,1 ¢ 
Cholesterin pro Tag erhielten, zeigten die Tumoren eine geringe 
Wachstumssteigerung (15°/,); die Speicherung in den Organen war, 
wie aus dem Cholesteringehalt der Leber ersichtlich ist, sehr gering. 
In der Serie VIE erhielten die Tiere taglich 0,5 g Cholesterin 
bei gleichzeitiger Erhéhung der Fettmenge. Diese Serie zeigte 
eine Wachstumshemmung der Tumoren auf 57°/, gegeniiber 
Kontrolltumoren. 

Zusammenfassung. 


1. Die linger andauernde Verfiitterung von Cholesterin hat 
keinen oder nur einen schwach hemmenden HinfluB auf das Wachstun 


des Jensensarkoms. 
2. Wird Cholesterin Tumortrigern zugefiihrt, so wird es im 


Tumor nicht gespeichert. 
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Uber Pyrroline, Opso-pyrrol-aldehyd 

und eine neue Synthese der Iso-neoxantho-bilirubin-Saure ’). 
Von 

Hans Fischer und Hans Héfelmann. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1937.) 


Im Stercobilin und im Chlorophyll sowie im Bacterio-chloro- 
phyll formulieren wir Pyrrolinkerne, weil die optische Aktivitit 
dieser Farbstoffe auf Grund unserer Untersuchungen anders nicht 
erklirt werden kann. In den Chlorophyllfarbstoffen nehmen wir 
im Pyrrolkern III ein 4-1-Pyrrolin an, wihrend wir im Sterco- 
bilin die 4-2-Pyrrolin-Struktur formulieren. Das Oxydations- 
ergebnis dieser Farbstoffe stimmt ebenfalls mit dieser Konstitutions- 
auffassung iiberein, denn in den Meso-chlorophyli-Derivaten werden 
die Pyrrolkerne I und II, die nicht hydriert sind, glatt zu Methyl- 
‘ithyl-maleinimid oxydiert, Haimatinsiiure wird aus Kern IV er- 
halten, somit bleibt auch auf Grund dieser Ergebnisse nur der 
Kern III fiir die Pyrrolinwasserstoffe iibrig. Stercobilin folgender 
Strukturformel (I) gibt kein Methyl-aithyl-maleinimid bei der Oxy- 

















HoH, 4H,C;—,P8 *PS-——=CH, 4,0,—<# 
H,C- ’ C,H, 
<<. II ILL jIv | 
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*) PS = CH,CH,COOH. 


dation, obwohl Kern I und IV wegen des leichten Uberganges in 
Glaukobilin mit Sicherheit die ,8’-Methyl-aithyl-pyrrol-Anord- 
nung besitzen miissen, woraus eben auf die Pyrrolin-Struktur 
dieser Kerne geschlossen werden muf. Pyrroline sind bis jetzt 
auf ihr Oxydationsergebnis noch nicht untersucht worden, und es 
war deshalb von Interesse, besonders Krypto- und Opso-pyrroline 
nach dieser Richtung hin zu untersuchen. In der Tat ergeben 


1) 17. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstofie; 16. Mitteilung, 
Diese Z. 245, 107 (1937). 
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diese — wie vorweg genommen sei — bei der Oxydation kein 
Methyl-iithyl-maleinimid, und wir erblicken in diesem Resultat 
eine wesentliche Bestiitigung unserer Strukturauffassung des 
Chlorophylls sowie des Stercobilins. 

Pyrroline sind schon lange bekannt. Ciamician und Denn- 
stedt}), sowie Knorr und Raabe?) haben sie durch Reduktion 
mit Zinkstaub—Essigsiure bzw. Zinkstaub—Salzsiure zuginglich 
gemacht, auch Jodwasserstoffreduktion ist angewandt worden. 
Neuere Untersuchungen stammen von A.Treibs und D. Dinelli*) 
bzw. A.Sonn‘4). Wir unterzogen zunichst nach der Knorrschen 
Methode Krypto-pyrrol der Hydrierung und erhielten das Krypto- 
pyrrolin als eine stark basische, an der Luft rauchende und 
Feuchtigkeit anziehende Fliissigkeit. Frei von unumgesetztem 
Krypto-pyrrol ist sie an der Luft durchaus bestindig und wasser- 
hell. Die Base selbst hat einen eigentiimlichen, campherartigen 
Geruch. Die Baeyersche Permanganat-Probe ist positiv. Brom- 
lésung wurde entfarbt. Durch fraktionierte Destillation — auch 
bei Verwendung der Widmer-Spirale — lieB sich Krypto-pyrrol 
nicht entfernen. SchlieBlich gelang auf einfache Weise die Trennung 
beider Komponenten. Der itherischen Lésung des Rohproduktes 
wurde durch eine konzentrierte Natrium—Biphosphat-Lésung nach 
R. Willstatters®) Vorgang das Pyrrolin entzogen und daraus 
konnte durch Alkalischmachen reines Krypto-pyrrolin erhalten 
werden. Dies war wesentlich einfacher als die Reindarstellung 
iiber das Pikrat. Die Umsetzung der von uns untersuchten Pyrrole 
gelang nie vollstindig. Die Ausbeuten betrugen bis zu 50°), 
Pyrrolin. Das Krypto-pyrrolin wurde charakterisiert durch sehr gut 
krystallisierende Salze mit Pikrin-, Pikrolon- und Styphninsiure. 

Es wurde nun versucht, das Krypto-pyrrolin zu oxydieren 
und zwar einerseits mit Chromsiiure in EKisessig bzw. Schwefel- 
siure, und andererseits mit Salpetersiure bzw. rauchender Salpeter- 
siure. Beim Versuch der Oxydation mit Chromsiiure wurde das 
Ausgangsprodukt unverindert zuriickerhalten. Das gleiche war 
bei Behandlung mit Salpetersiure der Fall. Mit rauchender 
Salpetersiure trat Zerstérung ein, und es konnten nur Schmieren 
erhalten werden. In keinem Falle konnte jedoch Methy]-ithyl- 
maleinimid gefaBt werden, in Kinklang mit dem negativen Oxy- 
dationsresultat des Stercobilins. Gegen diese Beweisfiihrung kénnte 





1) Ber. chem. Ges. 34, 3953 (1901). *) Ber. chem. Ges. 34, 3491 (1901). 
3) Liebigs Ann. 517, 170 (1935). *) Ber. chem. Ges. 68, 148 (1935). 
*) R. Willstaétter u. Y. Asahina, Liebigs Ann. 385, 199 (1911). 


; Nat 


4 des 





ied 
| kul 


wul 


ald 


glel 


| des 


die 
kell 


Sal: 


| Um 


Ald 


' yon 


wal 


auc 


ges' 
Py1 
v 


wil 


| Not 
die 
| Cha 


Pik 
sacl 
Im | 
und 


unt 
Kry 
risi¢ 
una 


erge 


| Um 


krys 
hygi 
in | 
sich 


pyr 











Uber Pyrroline, Opso-pyrrol-aldehyd usw. 189 


jedoch der EKinwand gemacht werden, da Pyrroline sich im Mole- 


desieiend anders verhalten wie im freien Zustand, und es 


wurde weiterhin versucht, Krypto-pyrrolin mit Krypto- pyrrol- 


aldehyd unter Zusatz von ie Bromwasserstoffsiure zu konden- 
| sieren. Es resultierte lediglich das Selbstkondensations-Produkt 
| des Krypto-pyrrol-aldehyds, das Krypto-pyrrol-pyrro-methen. Auch 


die Umsetzung der Base mit Ameisensiiure—Bromwasserstoff ergab 
keine Kondensation zum Pyrro-methen. Beim Versetzen mit 
Natronlauge trat lediglich wieder der charakteristische Geruch 


| des Krypto-pyrrolins auf, ein Zeichen, da nur eine einfache 


Salzbildung zwischen Base und Siure eingetreten war. Auch die 


| Umsetzung mit Chlormethylither war negativ. Der Versuch, die 


Aldehyd-Gruppe in die Base einzufiihren, nach dem Vorgang 


von H. Fischer und W. Zerweck') oder nach Reimer-Tiemann, 


war ebenfalls erfolglos. Im AnschluB an das Pyrrolin wurde 
auch noch das schon von Grassmann und v. Arnim®*) dar- 
gestellte Krypto-pyrrolidin durch katalytische Hydrierung des 
Pyrrolins mit Platinoxyd dargestellt. Die beiden Autoren er- 
wihnen diese Base neben einer Reihe anderer nur in Form einer 
Notiz, ohne die Darstellung niher zu beschreiben und Daten fiir 


| die Platinsalze anzugeben, als die sie die Kérper gefaBt haben. 
| Charakterisiert wurde das Tetra-hydro-krypto-pyrrol durch das 


Pikrat, Pikronolat und Styphnat. Bemerkenswert ist die Tat- 
sache, daB sowohl das Pyrrolidin-pikrat als auch das Styphnat, 
im Gegensatz zu den Pikraten und Styphnaten des Krypto-pyrrols 
und Krypto-pyrrolins, itherléslich sind. 

Als nachstes Pyrrol wurde das Opso-pyrrol der Hydrierung 
unterworfen. Die entstandene Base wurde ebenfalls, wie beim 
Krypto-pyrrolin beschrieben, gereinigt und durch Pikrat charakte- 
risiert. Das Opso-pyrrolin ist eine wasserklare Fliissigkeit mit 
unangenehmem Schweibgeruch. Angestellte Oxydationsversuche 


ergaben auch hier keine Methyl-athyl-maleinimid-Bildung. 


Beim Opso-pyrrolin wurde versucht, die Doppelbindung durch 
Umsetzung mit Diazoessigester festzulegen. Es konnte auch ein 
krystallisiertes Produkt gefaBt werden, das sich als suBerst 
hygroskopisch erwies. Aus Benzol—Petroliither krystallisierte es 
in farblosen Blittchen vom Schmelzp. 163°. Die Substanz lieB 
sich auch im Vakuum sublimieren. Durch Umsetzung des Opso- 
pyrrolins mit 1 Mol Brom entstand ein in schénen, spitzen Nadeln 





) Ber. chem. Ges. 55, 1942 (1922). *) Liebigs Ann. 519, 202 (1935). 
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krystallisierendes Produkt, dessen Analyse aber schlecht auf den 
berechneten Dibromkoérper stimmt. 

Endlich wurde noch das 2,3-Dimethyl-pyrrol zum Pyrrolin 
hydriert und als Pikrat gefaBt. Die Base wurde aber nicht weiter 
untersucht. 

Gelegentlich sollen diese Untersuchungen fortgesetzt werden 
und vor allen Dingen der Nachweis erbracht werden, an welchen 
Stellen der Wasserstoff eingetreten ist. Auch soll versucht werden, 
Pyrro- und Oxy-pyrro-methene durch katalytische Hydrierung in 
Pyrrolin-methene iiberzufiihren. 

Bei dieser Gelegenheit wurde auch das Problem der Ge- 
winnung des Opso-pyrrol-aldehyds neu aufgenommen. H. Fischer 
und A. Schormiller') hatten aus Opso-pyrrol mittels der Blau- 
siuremethode ein gelbes Pulver erhalten, das sich weder umn- 
krystallisieren noch sublimieren lieB, jedoch auf Grund der Reak- 
tion als Aldehyd angesprochen werden muBte. So wurde durch 
Kondensation mit Himo-pyrrol nach Bromierung das 5-Brom- 
3,4’, 5’-trimethyl-4, 3’-diithyl-pyrro-methen-hydro-bromid (II) folgen- 
der Konstitution erhalten 


os H.C, it 
Br et, 
N } 
H LI HBr 


und bei der Reduktion nach Wolf-Kishner entstand Himo- 
pyrrol. Bei der Wiederholung dieses Versuches erhielt W.Siedel’), 
allerdings auch bei Verwendung des amorphen Aldehyds, Krypto- 
pyrrol. 

Die Gewinnung des reinen Aldehyds mit dem Formy]-Rest 
unter der Methyl-Gruppe hatte nun einmal fiir die Hamo-pyrrol- 
Synthese ein groBes Interesse, weiterhin fiir die Gewinnung von 
Iso-neoxantho-bilirubin-Siure. Aus diesen Griinden nahmen wir 
die Untersuchung von neuem auf. Es gelang nun durch Subli- 
mation im Vakuum den Aldehyd (III) in schénen, farblosen 
Prismen zu erhalten. Die Ausbeute betrug etwa 10°/,. Das 
Produkt schmolz bei 80°. Die Bromierung ergab einen K6rper 
vom Schmelzp. 136° Der Mischschmelzpunkt mit dem von 
W. Siedel und H. Fischer’) erhaltenen 2-Formyl-3-ithy!- 


) Liebigs Ann. 475, 240 (1929). 2) Diese Z. 231, 186 (1935). 
5) Diese Z. 214, 158 (1933). 
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' 4-methyl-5-brom-pyrrol (VI), Schmelzp. 115°, ergab Depression. 
' Da auch die Analysenwerte gut auf den bromierten Opso-aldehyd 
| stimmten, muBte es sich demnach um das 2-Formyl-3-methyl- 
| 44ithyl-5-brom-pyrrol (V) handeln. 




















i i H. sUs9-—F] gs H,C,,— CH, 
| es 
E 
H_ Ill H IV Ht V H VI 


Unter den im experimentellen Teil niher angegebenen Be- 
dingungen gelang es, die Ausbeute an krystallisiertem Material 


- auf 80—85°/, zu steigern. Die Ausbeute an Reinaldehyd III vom 


Schmelzp. 80° betrug — bezogen auf Opso-pyrrol — 45—50°/). 


Der Aldehyd gab nun bei der Reduktion reines Himo-pyrrol. 


Auch die Umsetzung des gebromten Aldehyds mit Himo-pyrrol 
ergab das friiher erhaltene 5-Brom-3,4’,5’-trimethyl-4,3’-diithyl- 


| pyrro-methen-hydro-bromid (II) von der obigen Formulierung. Die 


Ausbeute betrug 90°/,.. Auch mit Opso-pyrrol-carbonsiure-methyl- 


: ester gelang die Umsetzung zu dem Methen (VII) folgender Kon- 














stitution: 
~~ H,C-———CH, - CH, -COOCH, 
a —CH \ AH 
H Vil HBr 


(VIII: COOCH, = COOH). 


Durch Umsetzung mit Opso-Saure entstand in 90°/,iger Aus- 
heute das Methen (VIII). Das Methen hat keinen Schmelzpunkt, 


/ es sintert bei etwa 230° zu einer schwarzen Masse. Krystallisiert 


man den Kérper aus Methanol unter Zusatz von Bromwasserstott- 
siure um, so tritt Veresterung ein, und man erhiilt den ent- 
sprechenden Methylester (VII). 

Sowohl aus Methen (VII) als auch (VIII) wurde durch Driicken 
mit Natrium-methylat im Autoklaven in 50°/,iger Ausbeute die 
lso-neoxantho-bilirubin-Saure vom Schmelzp. 238—239° erhalten. 
Mischschmelzpunkt mit auf andere Weise hergestellter Iso-neo- 
xantho-bilirubin-Séiure ergab keine Depression. 

Durch all diese Umsetzungen steht die Konstitution des 
Opso-pyrrol-aldehyds vom Schmelzp. 80° im Sinne der Formu- 
lierung (III) eindeutig fest, und es fragt sich noch, wie die 
Resultate von W. Siedel (a. a. 0.) zu erkliren sind. Reduziert 
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man das Rohprodukt des erhaltenen Aldehyds vom Schmelzp. 55° 
nach Wolf-Kishner, so erhalt man ein Gemisch von Himo. 
und Krypto-pyrrol. Es kann also tatsiichlich der Formyl-Rest 
sowohl in 2- als auch in 5-Stellung eintreten. Und nur, wenn 
man nach der im experimentellen Teil angegebenen Vorschrift 
arbeitet, erhailt man den reinen Aldehyd (III). Zweifellos wird 
auch der isomere Aldehyd (IV) durch Modifikation der Be. 
dingungen in reinem Zustand zu isolieren sein, eine Unter. 
suchung, mit der Herr Dr. Siedel beschiaftigt ist. 


Praktischer Teil’). 


Darstellung von Krypto-pyrrolin. Zu einer Mischung von 50 ccm 
Wasser und 50 g Zinkstaub werden unter Eiskiihlung und Riihren sowohl! 
200 eem konzentrierte HCl als auch 50 g Krypto-pyrrol zutropfen gelassen. 
Es ist dabei darauf zu achten, daB das Pyrrol méglichst wenig mit den 
Salzsiuredimpfen in Beriihrung kommt. Ist alles eingetropft, wird die Kis. 
kiihlung aufgehoben und das ReaktionsgefiB auf 60—70° erwirmt und 
noch etwa 8 Stunden weiter geriihrt. Hierauf wird vorsichtig mit festem 
NaQH alkalisch gemacht, so dab ein dicker Brei entsteht und der charakte- 
ristische Geruch des Pyrrolins auftritt. Im AnschluB daran wird die ge- 
bildete Base mit dem unverinderten Pyrrol zusammen mit Wasserdampf 
iibergetrieben. Destillatmenge etwa 1 Liter. Aus dem Destillat wird durch 
Zugabe von Krystallsoda das Pyrrolin abgeschieden und anschlieBend noch 
ausgeithert. Pyrrolin + Atherauszug werden vereinigt und mit 100 ccm 
einer 80°/,igen KH,PO,-Loésung ausgezogen. In Ather bleibt nur un- 
umgesetztes Pyrrol zuriick und kann so leicht wiedergewonnen werden. 
Die Phosphatlésung wird mit NaOH alkalisch gemacht und ausgeiithert. 
Nach Trocknen und Abdampfen des Athers wird das Pyrrolin mit Ba0 
versetzt und einige Stunden unter RiickfluB am Wasserbad erwirmt. Das 
so getrocknete Pyrrolin siedet unter 11 mm Hg und unter Verwendung der 
Widmerspirale bei 59°; Ausbeute an reiner pyrrolfreier Base 25g = 50°/, d. Th. 
Das gereinigte Pyrrolin gibt keine Ehrlichsche Reaktion mehr und hat 
campherartigen Geruch. 


5,131 mg Subst. (i. V. dest.): 14,883 mg CO,, 5,481 mg H,O. — 8,370 mg 
Subst.: 0,352 cem N, (22°, 724 mm). 
C,H,;N (125,18) Ber. C 76,70 H 12,09 N 11,22 
Gef. ,, 76,45 ,, 11,95  ,, 11,51. 


Pikrat von Krypto-pyrrolin ©,H,,N-C,H,0,N,. Die iitherische 
Lésung von 1,25 g Pyrrolin wird mit 2,3 g Pikrinsiiure, gelést in wenig 
Sprit, versetzt. Das Pikrat fillt augenblicklich unter schwachem Er- 
wirmen der Fliissigkeit aus. Zur Analyse umkrystallisiert aus Sprit schéne 
gelbe Rhomboeder vom Schmelzp. 166°. Die Ausbeute war quantitativ. 


) Ausfiihrliche Beschreibung der Versuche in der Dissertation Hans 
Héfelmann, Technische Hochschuie Miinchen (1937). 
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5,478 mg Subst. (bei 65°. V. getr.): 9,515 mg CO,, 2,505 mg H,O. — 
| 3,811 mg Subst.: 0,499 cem N, (23°, 719 mm). 


C,,H,,0,N, (354,17) Ber. C 47,48 H5,12 N 15,82 
Gf , 4387 , 512 , 1697. 


Pikrolonat von Kryptopyrrolin C,H,,N-C,,H,O,N,. Darstellung 
analog wie oben. Umkrystallisiert aus Sprit. Schmelzp. 203°. Es krystalli- 
siert in gelben kurzen Prismen, die zu Sternchen verwachsen sind. Aus- 


| beute fast quantitativ. 


4,538 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 9,255 mg CO,, 2,450 mg H,O. — 
2,656 mg Subst.: 0,435 eem N, (22°, 721 mm). 
C,,H30,N, (389,21) Ber. © 55,53 H5,91 N 18,00 
Gef. ,, 55,62 , 604 ,, 17,98. 


Styphnat von Krypto-pyrrolin C,H,,N-C,H,O,N,. Darstellung analog 
dem Pikrat. Aus Sprit feine gelbe verfilzte Nadeln vom Schmelzp. 131°. 
Ausbeute quantitativ. 


4,755 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 7,935 mg CO,, 2,133 mg H,0. - 
2.350 mg Subst.: 0,323 cem N, (22°, 717 mm). 


C,,H,,0,N, (870,17) Ber. C 45,39 H4,90 N 15,14 
Gef. ,, 45,51 ,, 502 ,, 15,01. 


Katalytische Hydrierung von Krypto-pyrrolin. In einer Schiittel- 
ente werden 0,1 g PtO,-Katalysator in 10 ccm Kisessig vorhydriert. Wird 
kein Wasserstoff mehr aufgenommen, gibt man 1,25 g reines Krypto-pyrrolin 
in 10 cem Eisessig noch hinzu und hydriert unter Schiitteln weiter bis kein 
Wasserstoff mehr aufgenommen wird. Dann wird der Eisessig im Vakuum 
abgedampft, der Riickstand mit Alkali versetzt und ausgeiithert. Das Krypto- 
pyrrolin ist eine stark basische und ammoniakalisch riechende Fliissigkeit, 
die an der Luft raucht. 


Pikrat von Krypto-pyrrolidin C,H,,N-C,H,0,N,. Einige Tropfen 
der Base werden in wenig Sprit aufgenommen und mit alkoholischer 
Pikrinsiurelésung versetzt. Nach kurzem Reiben krystallisiert das Pikrat 
in lanzettenfoérmigen Nadeln aus. Umkrystallisiert zur Analyse aus Sprit. 
Schmelzp. 135°. 


4,761 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 8,255 mg CO,, 2,470 mg H,O. — 
2,650 mg Subst.: 0,378 cem N, (20°, 719 mm). 
C,,H.,0,N, (364,19) Ber. C 47,17 H5,66 N 15,73 
Gef. ,, 47,29 ,, 5,94  ,, 15,72. 


Pikrolonat von Kryptopyrrolidin C,H,,N-C,,H,O,N,. Darstellung 
analog wie oben. Aus Sprit feine gelbe Nadeln vom Schmelzp. 213°. 


4,577 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 9,285 mg CO,, 2,680 mg H,O. — 


3,390 mg Subst.: 0,550 cem N, (19°, 719 mm). 


C,3H,;0,N, (377,21) Ber. C 55,21 H 6,44 # N 17,90 
Gef. ,, 55,33 ,, 6,55 ,, 17,94. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 13 
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Styphnat von Krypto-pyrrolidin C,H,,N - C,H,O,N,. Darstellung 
anolog wie das Pikrat. Aus Sprit gelbe, beiderseitig zugespitzte Nadeln 
vom Schmelzp. 152°. 


4,347 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 7,175 mg CO,, 2,120 mg H,0. — 
2,805 mg Subst.: 0,378 ccm N, (19°, 719 mm). 


C,,Hj.O.N, (872,18) Ber. © 45,14 H 5,42 N 15,05 
Gef. ,, 45,22 , 5,48 ,, 14,91. 


Darstellung von Opso-pyrrolin. Sie geschieht analog der Methode 
wie bei Krypto-pyrrolin angegeben. Das reine Opso-pyrrolin siedet im Vakuum 
unter 11 mm Druck bei 54°. Die Base ist eine farblose Fliissigkeit, die 
an der Luft raucht und Kork und Gummi angreift. 


Pikrat von Opsopyrrolin C,H,,N-C,H,O,N;. Zu einer dtherischen 
Lésung von Opsopyrrolin gibt man iitherisch wiBrige Pikrinsiurelésung, 
wobei Erwirmung auftritt. Das Pikrat fallt augenblicklich aus. Um- 
krystallisiert aus Sprit erhilt man es in schénen Rhomboedern vom Schmelz- 
punkt 158°. 


4,867 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 8,185 mg CO,, 2,075 mg H,0. — 
2,330 mg Subst.: 0,354 eem N, (18°, 715 mm). 


C,sH,,0,N, (840,16) Ber. © 45,85 H 4,74 N 16,47 
Gef. ,, 45,87  ,, 4,77  ,, 16,77. 


Kondensationsprodukt von Opso-pyrrolin mit Diazoessigsaure- 
methylester. 1,1 g Opsopyrrolin werden mit 1g Diazoessigester versetzt. 
Es tritt beim schwachen Erwirmen am Wasserbad starke Erhitzung und 
Gasentwicklung ein. Beim Versetzen des Reaktionsproduktes mit Ather 
erfolgt sofortige prachtvolle Krystallisation. Auch die atherische Lésung 
beider Komponenten gemischt ergibt nach etwa ',,stiindigem Stehen 
schéne Krystallisation. Aus Sprit-Ather umkrystallisiert farblose Blittchen 
vom Schmelzp. 156°. Ausbeute sehr miBig. Der Kérper ist auBer- 
ordentlich hygroskopisch. Der Kérper wurde im Vakuum bei 160—170° 
sublimiert. 

6,043 mg Subst. (bei 30° i. Hochv. getr.): 12,319 mg CO,, 5,161 mg H,0. 


Gef. C 55,60 H 9,56. 


Umsetzung von Opso-pyrrolin mit Bromlosung. Man lést 1,6 ¢ 
Brom in viel Ather und gibt dazu eine itherische Lésung von 1,1 g 
Pyrrolin. Es tritt Triibung und Krystallisation ein. Der Krystallbrei 
wird abgesaugt und aus Benzol umkrystallisiert. Schmelzp. 163° 


2,675 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 0,135 cem N, (20°, 715 mm). — 
4,654 mg Subst.: 6,058 mg AgBr. 
C,H, ,NBr, (270,94) Ber. N 5,17 Br 58,99  Gef. N 5,53 Br 55,39. 


Darstellung von 2,3-Dimethyl-pyrrolin. Analog wie beim Krypto 
pyrrolin beschrieben. Die pyrrolfreie, itiber das Pikrat gereinigte Basc 
siedet im Vakuum unter 11mm Hg bei 42° Ausbeute aus 15 g Pyrrol 
10 g reines Pikrat. 
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Pikrat von 2,3-Dimethyl-pyrrolin C,H,,N-C,H,O,N;. Die freie Base 
wurde mit wenig Sprit aufgenommen und mit alkoholischer Pikrinsiure- 
jésung versetzt. Beim Reiben und Abkihlen tritt Krystallisation ein. Zur 
Analyse aus Sprit umkrystallisiert erhilt man schéne gelbe glinzende 
Prismen vom Schmelzp. 160°. 


4,429 mg Subst. (bei 65°i. V. getr.): 7,130 mg CO,, 1,865 mg H,O. — 
3.458 mg Subst.: 0,384 cem N, (22°, 717 mm). 


C,.H,,0,N, (326,18) Ber. © 44,15 H 4,33  N 17,18 
Gef. ,, 43,91 ., 4,41 y 17,05. 


Darstellung von Opso-aldehyd. 1. 40 cem Ather wurden bei Eis- 
kochsalzkihlung mit trockener Chlorwasserstoffsiure gesiittigt. Dann wurde 
eine ditherische Lésung von 1,5 g Opso-pyrrol und 3 cem Blausiure hinzu- 
gegeben, gut geschiittelt und bei Kiihlung stehen gelassen. Nach 3 Stunden 
haben sich gelbe Krystalle abgeschieden. Der Ather wurde abgesaugt und 
die zuriickbleibende Masse in Eiswasser gelést. Beim Versetzen mit Soda- 
lésung fallt ein dicker, gelber Niederschlag aus. Beim Trocknen am Wasser- 
bad verschmiert das gelbe, sandige Pulver. Die Schmiere wurde mit Wasser 
ausgekocht und das daraus ausfallende, gelbe Produkt im Vakuum sublimiert. 
Der Aldehyd sublimiert in schén glinzenden Prismen vom Schmelzp. 78°. 
Ausbeute 0,2 g. 


2. 100 cem Ather — wie iiblich mit Chlorwasserstoff gesiittigt — werden 
bei tiefer Temperatur mit 10 g Opso-pyrrol und 15 ccm Blausiure versetzt. 
Nach 12stiindigem Stehen in der Kiilte wird der Ather im Vakuum abgesaugt 
und das zuriickbleibende gelbe Produkt in 150 cem Wasser und 150 cem 
10°/,iger Natriumacetat-Lésung zur Lésung gebracht und 1—2 Stunden am 
Wasserbad erwirmt. Dann wird gekihlt und das ausfallende Produkt ab- 
gesaugt und im Vakuum destilliert. Unter 11mm Druck geht bei 140—150° 
eine helle Fliissigkeit iiber, die alsbald in der Vorlage erstarrt. Ausbeute 
10,5 g. Sechmelzp. 50—55°. 

3. 50 cem Ather — wie iiblich mit Salzsiure gesiittigs — werden mit 
5 g Opso-pyrrol, gelést in 5 cem Chloroform, versetzt und auBerdem 5 cem 
Blausiiure hinzugegeben. Nach Stehen tiber Nacht in der Kilte wird das 
ausgeschiedene gelbe Produkt abgesaugt, gut mit absolutem Ather gewaschen 
und getrocknet. Ausbeute 12,6 g. (Aus dem Restither kann noch eine geringe 
Menge Aldiminchlorhydrat gewonnen werden.) Das gelbe Produkt wird 
mit 100 cem Wasser und 100 ccm 10°/,iger Natriumacetat-Losung 1 Stunde 
am Wasserbad erhitzt und dann auf Eis gestellt. Ausbeute an Rohaldehyd 5,5 


Reindarstellung von 2-Formyl]-3-methyl-4-athylpyrrol. 5g Roh- 
aldehyd (Schmelzp. 55°) wurden mit etwa der 10fachen Menge Petrolither 
aus der Hiilse extrahiert. Nach 3maligem Extrahieren liegt der Schmelz- 
punkt bei 80°. Ausbeute 2,5 g reiner Aldehyd. Zur Analyse im Vakuum 
sublimiert. Farblose Prismen vom Schmelzp. 84°. 


3,930 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 10,074 mg CO,, 2,700 mg H,O. — 
2,765 mg Subst.: 0,261 cem N, (22°, 722 mm). 
C,H,,ON (137,09) Ber. C 70,02 H 8,09 N 10,22 
Gef. ,, 69,91 ,, 7,69 ,, 10,38. 
13* 
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In den Mutterlaugen bleibt ein Gemisch beider isomeren Opso-aldehyde 
zuriick. Sie werden vereinigt, der Petrolaither abgedampft und das Produkt 
aus 25°/,igem Sprit unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert. Ausbeute 
1,5 g. Seidengliinzende Nadeln vom Schmelzp. 48°. 


Reduktion des Rohaldehyds vom Schmelzp. 55°. 1 g Aldehyd wird 
mit 0,5 cem Hydrazinhydrat und einer Lésung von 0,5 g Natrium in 20 cem 
Sprit 6 Stunden bei 170° gedriickt. Nach dem Erkalten wurde wie iiblich 
aufgearbeitet und das entstandene Pyrrol mit Pikrinsiure gefillt. Das Pikrat 
zeigt nach dem Umkrystallisieren den Schmelzp. 112—113°. Mischschmelz. 
punkt, sowohl mit Himo- als auch mit Kryptopyrrol-Pikrat, keine Depression. 

Bei einem weiteren Versuch konnte durch fraktionierte Fillung mit 
Pikrinsiiure sowohl Kryptopyrrol-Pikrat (Schmelzp. 137°) als auch Hiimo 
pyrrol-Pikrat (Schmelzp. 124°) gefaBt werden. 


Reduktion des reinen Aldehyds. 1 g Aldehyd (Schmelzp. 82° wurde 
mit 0,5 eem Hydrazinhydrat und einer Lésung von 0,5 g Natrium in 20 cem 
Sprit 5 Stunden bei 165° gedriickt. Das erhaltene Pyrrol wurde mit Pikrin- 
siure gefillt. Ausbeute 2,3 g Pikrat, Schmelzp. 124°. Nach dem Umkrystalli- 
sieren mit Sprit zeigte das Pikrat den Schmelzp. 125°. Mischsehmelzpunkt 
mit Hiimopyrrol-Pikrat (Schmelzp. 124°) keine Depression. Mischschmelzpunkt 
mit Kryptopyrrol-Pikrat (Schmelzp. 139°) 118—114°. 


Aldazin des 2-Formyl-3-methyl-4-athylpyrrols. 0,5¢ Pyrrol wurden 
mit wenig Hydrazinhydrat 1 Stunde am Wasserbad erhitzt. Dann wurde mit 
wiBrigem Sprit versetzt und gekiihlt. Ausbeute 90°/,. Aus Sprit feine, gelbe 


Nadeln vom Schmelzp. 195°. 


4,176 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 10,882 mg CO,, 3,022 mg H,0. — 
2,749 mg Subst.: 0,513 cem N, (23°, 728 mm). 
C,gHo.N, (270,2) Ber. © 71,06 H 8,20 N 20,74 
Gef. ,, 71,07 ,, 8,10 ,, 20,61. 


2-Brom-4-methyl-3-athyl-5-formylpyrrol. 0,7 ¢ Aldehyd, gelést in 
wenig Eisessig, werden mit 0,8 g Brom in wenig Kisessig versetzt. Es tritt 
Erwairmung und HBr-Entwicklung auf. Bei Zugabe von Wasser und Reiben 
mit dem Glasstab krystallisiert der gebildete Bromkérper aus. Ausbeute 
0,7 g. Umkrystallisiert aus Sprit-Wasser farblose Nadeln vom Schmelzp. 136°. 
Das Brompyrrol kann auch imVakuum sublimiert werden, desgl. bei Wasserbad- 
temperatur unter gewodhnlichem Druck. Mischschmelzpunkt mit 2-Brom- 
3-methy]-4-ithyl-5-formylpyrrol (Schmelzp. 115°) 96°. 

4,341 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 7,125 mg CO,, 1,877 mg H,0O. — 
2,339 mg Subst. : 0,137 ccm N, (23°, 722mm). — 3,270mg Subst.: 2,815mg AgBr. 


C,H,,ONBr (216) Ber. C 44,45 H 4,67 N 6,48 Br 37,00 
Gef. ,, 44,76 , 484 , 642 ,, 86,63. 


5-Brom-3,3’- dimethy1-4-athy1-4’- propionsaure-methylester-pyrro- 
methen-hydrobromid. 0,22 ¢ 2-Brom-4-methy]-3-athyl-5-formy]pyrrol werden 
mit 0,17 g Opso-pyrrol-carbonsiiure-methylester in 1 ecm Eisessig gelést und 
0,5cem HBr zugegeben. Nach kurzem Stehen erstarrt der Inhalt zu einem 
dicken Brei. Ausbeute 0,35 g. Aus Eisessig goldgelbes Pulver, Schmelzp. 198°. 
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4,620 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 7,765 mg CO,, 2,107 mg H,0. 
3,384mg Subst.: 0,192cem N, (22°, 720mm). — 2,780mg Subst. : 2,258mg AgBr. 
(,,H0,N,Br, (446,02) Ber. C 45,74 H 498 N 627 Br 35,83 

Gef. ,, 45,84 ,, 5,10 ,, 6,22 ,, 34,56. 


5-Brom-3, 3’-dimethy]-4-athyl-4’-propionsdure-pyrromethen-hydro- 
promid. 0,11 g 2-Brom-4-methy]-3-ithyl-5-formylpyrrol und 0,08 g Opso- 
aiure werden in etwa 2 cem Eisessig kalt gelést und 3 Tropfen konzentrierte 
HBr zugegeben. Nach kurzem Stehen erstarrt das Gemisch zu einem dicken 
gelbroten Brei. Ausbeute 0,18 g. Aus Eisessig ziegelrotes, krystallinisches 
Pulver. Kein Schmelzpunkt. 


2,491 mg Subst. — 0,019 Asche (bei 65° i. V. getr.): 4,024 mg COQ,, 
1,050 mg H,O. — 3,120 mg Subst.: 0,179 cem N, (21°, 714 mm). — 4,383 mg 
Subst.: 3,541 AgBr. 


C,gH0,N,Br, (432,01) Ber. C 44,45 H 4,67 N 6,46 Br 36,99 
Gef. ,, 44,40 ,, 4,75 ,, 626 ,, 36,88. 


Mit Methanol-HBr umkrystallisiert rote Nadeln vom Schmelzp. 206°. 
Mischschmelzpunkt mit dem oben erwihnten Ester (Schmelzp. 198°) 198°. 


5-Brom-3, 4’,5’-trimethy1-4,3’- diathyl-pyrromethen-hydrobromid. 
0,22 g 2-Brom-4-methy]-3-ithy]-5-formylpyrrol und 0,12 g Hiimopyrrol werden 
mit wenig absolutem Sprit erwirmt. Dann gibt man einige Tropfen konzen- 
trierte HBr hinzu. Das gebildete Methen krystallisiert augenblicklich aus. 
Man 14Bt erkalten und filtriert ab. Prachtvolle, glinzende, dunkelrote Kry- 
stalle vom Schmelzp. 229°. Ausbeute 0,33 g. Schwer léslich in Sprit und 
Kisessig. Zur Analyse aus Kisessig umkrystallisiert. 


4,159 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 7,270 mg CO,, 1,952 mg H,O. — 
3,615mg Subst.: 0,225 eem N, (21°, 719mm). — 3,335 mg Subst.: 2,905mg AgBr. 


C,,H,.N,Br, (402,02) Ber. C 47,76 H 5,52 N 6,97 Br 389,75 
Gef. ,, 47,67 ,, 5,25 ,, 6,84 ,, 37,07. 


Durch Erhitzen des Hydrobromids in Sprit-konzentriertem Ammoniak 
erhilt man die freie Base in prichtigen, rubinroten Prismen, Schmelzp. 124 
bis 125°. 


Iso-neoxantho-bilirubin-Saure. 3,5 g 5-Brom-3,3’-dimethyl-4-ithyl- 
pyrro-methen-4’-propionsiiure-hydro-bromid werden mit einer Lésung von 
4g¢ Natrium in 36 cem Methanol und 8 cem Wasser 3-4 Stunden im Hand- 
autoklaven auf 150° erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird mit Wasser verdiinnt 
und mit verdiinnter Salpetersiiure versetzt. Der ausfallende, griine Nieder- 
schlag wird abgesaugt, mit verdiinntem Methanol gewaschen und getrocknet. 
Aus Eisessig umkrystallisiert gelbes, krystallinisches Pulver vom Schmelz- 
punkt 288—239°. Ausbeute 1,1 g. Mischschmelzpunkt mit auf andere Weise 
hergestellter Iso-neoxantho-bilirubin-Siiure (Schmelzp. 236°) 236—237°. 
Mischschmelzpunkt mit Neoxantho-bilirubin-Siure (Schmelzp. 242°) 223—224°. 
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Uberfiihrung von Kopro-hamin I in Kopro-glaukobilin °), 
Von 


Hans Fischer und Herbert Libowitzky. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1937.) 


P. Karrer, H.v. Euler und H. Hellstrém?) haben im 
Jahre 1933 erstmals durch Einwirkung von Ascorbinsiure auf 
Himin dessen Uberfiihrung in griine Farbstoffe beobachtet, dic 
spektroskopisch ahnlich dem griinen Himin von O. Warburg’) 
waren. Von R. Lemberg‘), ferner S. Edlbacher®) und Mitarbeiter 
wurden diese Beobachtungen bestitigt und angenommen, daB unter 
dem EinfluB von Ascorbinsiure auf Himochromogene ein Uber- 
gang in die Gallenfarbstoffreihe méglich sei. Krystallisierte 
Produkte wurden nicht beobachtet. 

Schon im Jahre 1925 hatten H. Fischer und F. Lindner‘ 
bei der Einwirkung von Hefe sowie zahlreichen Oxy-Kérpern auf 
Himine und Pyridin Ubergang in blaugriine Farbstoffe beobachtet 
und nahmen an, daB es sich um Gallenfarbstoffabkémmlinge 
handelte. Seinerzeit haben wir diese Beobachtungen nicht weiter 
verfolgt. Nahe lag nun, nachdem die Ascorbinsiure’) in reinem 
Zustand leicht zuginglich ist, unter Kinwirkung dieser die Uber- 
fihrung von Hiaminen in Gallenfarbstoffe zu versuchen. Beim 
Hamin selbst liegen die Verhiltnisse ungiinstig, weil hier die 
ungesittigten Seitenketten und die Unsymmetrie des Molekiils von 
vornherein Schwierigkeiten erwarten lieBen, die jedoch bei symme- 
trisch gebauten Porphyrinen, z. B. dem Kopro-porphyrin I, nur 
in geringem Mae zu erwarten waren. 





1) 18. Mittlg. zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 17. Mittlg., Diese Z. 
251, 187 (1938). 

2) Arkiv for Kemi, Mineralogi och Geologi, B.11, Nr. 6, 5 (1933). 

3) B. 68, 1816 (1930). 

4) Nature Lond. 139, 1016 (1937); 140, 65 (1937). 

5) Naturwiss. 26, 461, 557, 667 (1937); vgl. auch G. Barkan u. 
O. Schales, Naturwiss. 24, 667 (1937); Diese Z. 248, 96 (1937). 

®) Diese Z. 153, 54 (1925). : 

7) Die Firma E. Merck hatte die groBe Liebenswiirdigkeit, uns 
gréBere Mengen von Ascorbinsiiure zur Verfiigung zu stellen. Wir sprechen 
ihr auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aus. 














Uberfithrung von Kopro-himin I in Kopro-glaukobilin. 199 


Nach einigen Vorversuchen mit Atiohiimin 1, dessen Reak- 
tionsprodukte jedoch ungiinstige Lislichkeitsverhiltnisse zeigten, 
haben wir die Kinwirkung von Sauerstoff auf Kopro-haminester I 
in Pyridinlésung bei Gegenwart von Ascorbinsiiure naher unter- 
sucht. Kopro-himinester I wird in Pyridinlésung von Ascorbin- 
siure zunachst glatt zu seinem Himochromogen reduziert. Beim 
Kinleiten von Sauerstoff in dieses System Pyridin—Himochromogen— 
Ascorbinsiure firbt sich die Lésung iiber ein noch nicht naher 
untersuchtes Zwischenprodukt tiefgriin und es erscheint ein drei- 
bandiges Spektrum vom Typus des ,,griinen Himins“ von O. War- 
burg und KE. Negelein!), von R. Lemberg?) als Verdo-himo- 
chromogen bezeichnet. Das Koproester I-pyridin-verdo -himo- 
chromogen kann auf Grund seiner Leichtléslichkeit in pyridin- 
haltigem Wasser aus dem Reaktionsgemisch abgetrennt und danach 
in Chloroform iiberfiihrt werden. Krystallisationsversuche waren 
bisher erfolglos. Kurzes Durchschiitteln der Chloroformlésung mit 
10°/, iger Salzsiure fihrt unter Eliminieren des Pyridins zum 
Verdohim, das bis jetzt nicht krystallisiert. Zugabe von Pyridin 
zu seiner griinen Liésung (Absorptionsspektren vgl. Versuchsteil) 
erzeugt sofort wiederum das dreibandige, charakteristische Verdo- 
himo-chromogen-Spektrum. Die schonende Enteisenung des 
Pyridin-verdo-himo-chromogen-Komplexes fiihrt zu dem zugrunde- 
liegenden Pyrrolfarbstoff, einem griinen, 4uBerst unstabilen, bisher 
gleichfalls nicht krystallisierten Kérper, der sich leicht weiter 
verindert, wobei unter den Reaktionsprodukten auch Kopro- 
glaukobilinester I erhalten werden kann. Zur priparativen 
Umwandlung des Pyridin-Verdohimochromogens in den Glauko- 
bilinester wird besser nach O. Warburg (a. a. QO.) kurz mit 
Methanol—HCl gekocht; im vorliegenden Fall entsteht hierbei tiber 
sein infolge Leichtléslichkeit schwer isolierbares Ferrikomplex- 
salz in etwa 20°/, iger Ausbeute der Kopro-glaukobilinester I (I). 
Die Analysen des in blauen prismatischen Nadeln krystallisieren- 
den Kérpers stimmen gut auf die Zusammensetzung C,,H,,0,,N, 
entsprechend dem Kintritt von 2 Sauerstoffatomen in das Molekiil. 
Die Gmelinsche Reaktion ist positiv; das griine Stadium, hier 
verursacht durch Salzbildung, tritt jedoch nur ganz kurze Zeit auf. 

Zur weiteren Bestitigung der Gallenfarbstoffnatur des Kopro- 
glaukoesters Ia haben wir ferner den isomeren Kopro-glaukobilin- 
ester IV y (II) durch Dehydrierung des Kopro-bilirubins IV 7*) mit 


1) Ber. chem. Ges. 63, 1816 (1980). 2) Biochemie. J. 29, 1822 (1935). 
’) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 210, 151 (1932). 
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Brom und nachfolgende Veresterung dargestellt und die beiden 
miteinander verglichen. Die Absorptions-Spektren wurden von 
A. Stern und F. Pruckner’) aufgenommen. Sie zeigen bei beiden 
K6érpern den Bilitrién-Typus und sind einander auBerordentlich 
abnlich; die vorhandenen Unterschiede sind von der gleichen Art 
und GréBenordnung, wie man sie bei isomeren Pyrromethenen 
antrifft. Beide Ester geben in Methanollésung mit Zinkacetat 
griine Zinksalze, die beim Versetzen mit einigen Tropfen verdiinnter 
alkoholischer Jodlésung unter Blaufirbung intensiv rote Fluores- 
cenz zeigen, wie sie den ,,Biliviolinen“?) zukommt. Die Spektren 
der beiden Isomeren sind gleich. Verseifung der Ester und 
Reduktion mit Na-Amalgam fiihren zu dem farblosen Kopro- 
Bilirubinogen mit intensiv positiver Ehrlichscher Reaktion. Auch 
hier sind die Spektren der beiden Isomeren miteinander identisch. 
Reduktion des Kopro-glaukobilins Ia@ mit Zinkstaub—Hisessig 
ergibt das in feinen gelben Niidelchen krystallisierende Kopro- 
bilirubin I@; die erhaltene Menge reichte jedoch noch nicht zur 
Analyse. Nach Luftoxydation der ammoniakalischen Lésung des 
Kopro-bilirubins kann man eine intensive Pentdyopent-Reaktion 
erhalten %) mit einem Maximum des Absorptionsbandes bei 523,5 mu. 
Das Kopro-bilirubin I@ zeigt ferner vollstindige Gmelin sche 
Reaktion. 

Damit ist die Gallenfarbstoffnatur des vorliegenden 
blauen Kérpers klar bewiesen und zum ersten Male mit 
guter Ausbeute auf einem Wege, wie er in der lebenden 
Zelle ohne weiteres denkbar ist, in vitro aus einem 


1) Erscheint demnichst in Z. fiir physik. Chem. A. 
*) W. Siedel, Diese Z. 237, 33 (1985). 
*) K. Bingold, Klin. Wschr. 13, 1451 (1934). 
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Himin einheitlich krystallisierender Gallenfarbstoff 
erhalten worden?) 

Wir haben deshalb die Reaktion auch auf andere Himine 
iibertragen. Keine krystallisierenden Produkte wurden bis jetzt 
erhalten beim Tetramethyl-himatoporphyrin—Eisensalz und beim 


j Himin IX-dimethylester selbst; bei letzterem weist auch das 


Spektrum des ,,Biliviolin“-Zinksalzes, das gegeniiber dem aus Bili- 
yerdin erhaltenen ,,Biliviolin“-Zinksalze um etwa 8myp nach Blau 
verschoben ist, auf die vorhergesehene Stérung durch Mitbeteili- 
sung der Vinylseitenketten an der Reaktion hin. Die fehlende 
Krystallisationsfreudigkeit ist auBer diesem Grunde noch dadurch 
bedingt, daB bei den unsymmetrisch substituierten Himinen der 
isomeren Reihe III bei der Ringsprengung vier verschiedene 
Isomere méglich sind. Und tatsichlich erhilt man auch beim 
Mesohaminester IX ein Gemisch von Glaukobilinestern mit un- 
scharfen Schmelzpunkten: Blaue prismatische Nadeln vom Schmelz- 
punkt etwa 232° und dunkelblaue derbe Prismen vom Schmelz- 
punkt etwa 215° Beim Mesohiminester IX krystallisiert auch 
die unmittelbare Vorstufe der Glaukobilinester, der griine eisen- 
haltige Ferrobilinester; mit der Trennung und Konstitutionsermitt- 
lung des Gemisches sind wir zur Zeit beschiftigt. 


Versuehe. 


Kopro-glaukobilinester IV y (1’,8’-Dioxy-1,3,6,8-tetramethy]bilin- 
2,4,5,7-tetrapropionsaure-methylester]. 200 mg Kopro-bilirubin IV y’) 
werden in 30 cem siedendem Eisessig aufgeschlimmt und nach dem Erkalten 
bei 35° in vollem Sonnenlicht unter stiindigem Riihren mit 10 ccm einer 
Lisung von Brom in Eisessig 1/,5, versetzt. Der EKisessig farbt sich tief 
griin und danach blau, und es krystallisiert in griinschwarzen sechseckigen 
diinnen Blattchen ein Hydrobromid des Kopro-glaukobilins IV y aus. Man 
saugt ab, wischt mit Eisessig-Ather nach und trocknet im Vakuum, Aus- 
beute 170 mg. Wird die Reaktion nicht bei vollem Sonnenlicht vorgenommen, 
so sinkt die Ausbeute auf etwa 20°/, ab. Das griinschwarze Hydrobromid 
verliert beim Trocknen stiindig Bromwasserstoff, ohne daB Gewichtskonstanz 
erzielt werden kann, es firbt sich dabei ebenso wie bei der Hydrolyse 
durch die Luftfeuchtigkeit dunkelblau. Schmelzpunkt unscharf bei 236°. 
Die freie Siure konnte nicht krystallisiert erhalten werden. Dagegen kry- 
stallisiert der Ester leicht. 

200 mg des Hydrobromids werden mit 5°/,iger methylalkoholischer 
Salzsiure kurz aufgekocht, die Lésung nach dem Erkalten in Chloroform 





1) Anm. bei der Korrektur: Auch mit Hefe konnte aus Kopro- 
himinester krystallisierter Kopro-glaukobilinester gefaBt werden. Nihere 
Mitteilung erfolgt bald. 

*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 210, 151 (1932). 
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eingegossen, mit Wasser und Natronlauge siurefrei gewaschen. Nach Lin. 
engen der Chloroformlésung und Versetzen mit Methanol krystallisiert de; 
Ester in derben dunkelblauen Prismen. Aus Chloroform-—Petrolither kany 
er in feinen hellblauen Nadeln erhalten werden. Ausbeute 120 mg, Schmelz. 
punkt 186°. Halogenfrei. 
Zur Analyse wurde 3mal aus Aceton—Methanol umkrystallisiert; ej 
80° im Hochy. getrocknet. 
3,220 mg Subst.: 7,550 mg CO,, 1,859 mg H,O. — 2,963 mg Subst. 
0,209 ccm N, (20°, 721 mm). — 4,757 mg Subst.: 5,783 mg AgJ. 
CyoH,O,oN, (730,40) Ber. C 64,08 H 6,35 N 7,67 OCH, 16,99 
Gef. ,, 63,95 ,, 6,46 ,, 7,80 ,, 16,06. 


Spektrum des rotfluorescierenden ,,Biliviolin“-Zinksalzes (nach Zugabe 
von Zinkacetat und verdiinnter alkoholischer Jodlésung). 


I. 633—616; IT. 584—568; III. etwa 517—500 mu. 


eee eee een 


628 576 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, LI, (IID. 

Kopro-glaukobilinester Ia [(1’,8’- Dioxy-1, 3, 5, 7 - tetramethy]. 
bilin-2,4,6,8-tetrapropionsaure-methylester]. 450 mg Kopro-himinester | 
werden in 50 ccm Pyridin gelést und 100 mg Ascorbinsiiure zugesetzt. Die 
Liésung zeigt das Spektrum des Kopro-hiimochromogens I. 553,5—-545,2 mu; 
Il. 582—516,5 mu. 

Man leitet in diese Lésung bei Wasserbadtemperatur von 55° 3 Minuten 
lang einen kriftigen Sauerstofistrom ein. Die Lésung wird miBfarben braun, 
und es erscheint ein neuer Streifen im Rot bei etwa 655 mu. Danach gibt 
man von neuem 100 mg Ascorbinsiiure zu, leitet wiederum 3 Minuten lang 
Sauerstoff durch, gibt dann nunmehr 150 mg Ascorbinsiiure zu und leitet 
zum Schlu8 kriftig 5 Minuten lang Sauerstoff hinein. Etwa von der 4. Mi- 
nute ab erscheint das Spektrum des Verdohimochromogens: 


In Chloroform—Pyridin: Vorschatten etwa 685 mu. 
I. 666—645 ... 639 mu; I]. 5383—525 mu; III. 508—488 mu; 


—_—_—_———— — —_—_—_———_ 
655 529 500 
End-Abs. verschattet 460 ... 440 mu. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, I, III. 


Die Pyridinlésung wird in etwa 1 Liter Eiswasser eingegossen und 
sofort mehrmals ausgeiithert; die vereinigten itherischen Lésungen werden 
mit wenig Eiswasser nochmals ausgezogen, In der wiBrigen Lisung be- 
findet sich das Pyridin-Verdohimochromogen. Sie wird erschépfend mit 
Chloroform ausgeschiittelt, die CHCl,-Lésung mit Na,SO, getrocknet und 
sofort im Vakuum bei héchstens 45° Badtemperatur eingeengt. Der noch 
etwas pyridinhaltige Riickstand wird mit 30°/,iger methylalkoholischer Salz- 
siure 5 Minuten lang im Stickstoffstrom gekocht. Dabei verdndert sich die 
griine Farbe zunichst zu Rotbraun und wird dann rasch wieder leuchtend 
griin. Die rotbraune Firbung ist iuBerst unbestindig, der ihr zugrunde- 
liegende Kérper konnte noch nicht niher untersucht werden. Die griine 
Lésung zeigt nunmehr nur einen einzigen, visuell nicht meBbaren Streifen 
im diuBersten Rot und enthilt das Eisenkomplexsalz des Kopro-glaukobilin- 
esters. Dieses konnte wegem seiner groBen Leichtléslichkeit nicht krystalli- 
siert erhalten werden. Man gieBt die erkaltete Lésung in 2 Liter ‘Ather, 
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versetzt mit tiberschiissiger Natronlauge und schiittelt kriftig durch, filtriert 
yom ausgeschiedenen Ferrihydroxyd ab und unterwirft die iitherische Lésung 
der Fraktionierung mit 1°/,iger HCl. Der Kopro-glaukobilinester geht in 
die Salzsiiure. Im Ather verbleiben sehr geringe Mengen eines rotvioletten 
Farbstoffes neben Spuren Porphyrin. Die salzsaure Lisung wird mit iiber- 
schiissiger Natronlauge versetzt, mit Chloroform durchgeschiittelt, die 
Chloroform-Lésung eingeengt und mit Methylalkohol versetzt. Der Ester 
krystallisiert in feinen blauen Nadeln aus. Ausbeute bis zu 80 mg (= 20°/, 
d. Th.), Schmelzp. 214°. Die Ausbeute sinkt bei zu kurzem oder zu langem 
Durchleiten von Sauerstoff, sie bleibt unveriindert bei Zugabe von 20 mg 
Kupferacetat zum Reaktionsgemisch. 

Zur Analyse wurde 3mal aus Aceton—Methanol umkrystallisiert; bei 
80° im Hochv. getrocknet. 


3,278 mg Subst.: 7,699 mg CO,, 1,873 mg H,O. — 2,429 mg Subst.: 
0,177 eem N, (23°, 718 mm). — 4,429 mg Subst.: 5,458 mg AgJ. 

Cog HygOioN, (730,40) Ber. C 64,08 H 6,35 N 7,67 OCH, 16,99 
Gef. ,, 64,04 ,, 6,39 ,, 7,94 » 16,28. 

Das Spektrum des ,,Biliviolin“-Zinksalzes (nach Zugabe von Zinkacetat— 
Jod) ist mit dem des Kopro-glaukobilins [Vy vollkommen identisch; der 
Mischschmelzpunkt von Kopro-glaukobilinester [V y (Schmelzp. 186°) und dem 
isomeren Ester Ia (Schmelzp. 214°) liegt bei 180° nach vorangegangenem 
Sintern ab 174°; zeigt also eine deutliche Depression von 6°. 

Der beim Ausiithern der wiBrigen Lésung des Pyridin-verdohiimo- 
chromogens erhaltene Ather wird im Vakuum zur Trockne verdampft und 
der Riickstand mit Ferroacetat-Salzsiure ') enteisent. Die Aufarbeitung liefert 
neben wenig unverindertem Kopro-porphyrin I-ester, jedoch nicht regel- 
miBig bei allen Versuchen, einen nicht krystallisierenden, braunen Farbstoff. 
Sein Spektrum zeigt ein urobilinihnliches, verwaschenes Absorptionsband 
bei 490—500 mu; jedoch ist die Zinkacetat-Fluorescenz-Reaktion negativ, 
ebenso auch die Pentdyopent-Reaktion. Seine Bildung sei hier wegen des Vor- 
kommens dhnlicher, undefinierter Farbstoffe bei der Porphyrie kurz erwihnt. 


Spektrum des Verdohams in Chloroform. Die tiefgriine Lisung 
zeigt zwei nicht exakt meBbare, unscharfe Banden: 


I etwa 650—620 mu, 
II etwa 577 mu, sehr scnwach, 
III leichte Verschattung ab 500 mu. 


Die Lésung wird beim Stehen schmutzig-olivgriin und zeigt dann 

nur noch I Schatten im Rot bis 650 mu, 
If Endabsorption ab 500 mu. 

Aus ihr kann durch Zusatz von Pyridin und Hydrazin-hydrat das 
Verdohimochromogen-Spektrum nicht mehr erhalten werden. 

Spektrum der Ehrlichschen Reaktion des Kopro-bilirubinogens. 
Eine kleine Probe Kopro-glaukobilinester Ia wird mit Natriummethylat ver- 
seift und mit Natriumamalgam reduziert. Nach Zugabe von Ehrlichs 
Reagens tiefrote Firbung: 

I 575—544 ... 520 mu, 
2 II 500—482 mp. 


1) H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, Diese Z. 195, 1 (1931). 
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Uber Hexarpyrrene’), 
Von 
Hans Fischer und Herbert Reinecke. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1937.) 


Vor einiger Zeit’) stellten wir durch Kondensation von Kérper! 
mit trisubstituierten Pyrrolen bilirubinoide Farbstoffe dar, die dem 
Urobilin auBerordentlich ahnlich gebaut sind, indem nur die beiden 
endstindigen Oxygruppen des Urobilins durch Methylgruppen er- 
setzt sind, Kérper, deren Schicksalsverfolgung im Organismus 
zweifellos von Wichtigkeit wire. Nahe lag es, das Ausgangsmaterial 
fiir die oben genannten Farbstoffe, zweifach in den Seitenketten 
gebromte re z. B. das pear umzusetzen mit Kérpern 

el ca en 

BrH,C ———\ 7 Ol, Br 
HBr 
vom Typ der Neo- ne bilirubinséure, in denen ja, wie wit 
friiher schon nachgewiesen haben’), reaktionsfihige Methingruppen 
enthalten sind. So muBSten dann sechskernige Pyrrolverbindungen 
entstehen, die zu Gallenfarbstoffen in nahen, verwandtschaftlichen 
Beziehungen stehen. 


CH; C,H; ms aa PS CH; CH, PS radi —_ C,H, CH, 


1] 


HO- ¥ Em & Jes H ByH,C-| | ar 
a 





leak ; -CH,|Br H- [| | hel; 
: a Br a 
*) PS = CH,CH,COOH *). 
In der Tat reagierte die Neo-xantho-bilirubinsiure (flankierende 
Oxymethene) in glatter Reaktion in Methylalkohol in der Hitze 





1) 19. Mittlg. zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 18. Mittlg., Diese Z. 
251, 198 (1938). 

*) H. Fischer u. A. Kiirzinger, Diese Z. 196, 213 (1931). 

3) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 193 (1931). 

‘) Im iibrigen sind der besseren Ubersicht halber in allen Formela 
auch die N-Atome nicht eingesetzt. 
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' unter Bromwasserstoff-Austritt. Der austretende Bromwasserstoff 
_ gibt Veranlassung zur vollkommenen Veresterung, und aus der 
' weiteren Untersuchung geht hervor, da’ die Reaktion tatsichlich 
' gu dem KGrper folgender Formulierung gefiihrt hat: 


CH, C,H, ree —_) pom Cn, ie —_ —_ ss C,H, CH, 


“ah Jao Seat Saal leak Soak Jon 


fpr 
*) PSM = deviloseae (auch in den folgenden Formeln). 


Aus der Formel eines solchen Korpers (II) ist leicht zu er- 


kennen, daB in ihm gleichzeitig die Urobilin- und Bilirubinanord- 
' nung besteht. Wir nennen die entstandenen Kondensationsprodukte 
| Hexa-pyrrene') und legen zur Nomenklatur folgendes Schema 
| zgrunde: 


ee ree fo —ofiv) Pv ve 





HO-K on’ xe “a JIL JOHAR Jo-OH- WO 


Kérper II ist also ein 1,3,6,7,10,12-Hexa-methyl-2, 11-di- 


| ‘ithyl-4,5,8,9-tetrapropionsiure - 1’, 12’-dioxy-/,0- -tetrahydro - hexa- 


pyrren-brombiydrat. Bis jetzt veanden die Kondensationsprodukte 
von Neo-xantho-bilirubinsiure mit I, ferner Neo-xantho-bilirubin- 
siure mit 3,3’-dimethyl-4-athyl-4’-propionsiure-5,5’-di - brom- 


: a eS 


H,C,- 








. | 
9 BrH,C-\_ Z LL a scene 
zu folgender Verbindung kondensiert: 

CH; te H, CH, _— “ H, rate CH, PSM PSM i Cos CH, 


‘a * | ea ig Joal len LT J 


die also als ein 1,3,6,7, Pe SLIM 8, 9-tri- 
propionsiure - methylester-1’, 12’-dioxy-f, 0-tetrahy dro - hexa-pyrren- 
bromhydrat zu bezeichnen ist. 





Peel i= 


1) Die Nomenklatur ist den Tripyrrenen und bilirubinoiden Farbstoffen 
nachgebildet. Vgl. Pyrrolbuch Bd. II, 1, S. 627. 
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Weiter wurde das Kondensationsprodukt von Atio-neo-xantho. 


mesobilirubin (V1). 


yy ae 4 pom sat ES ay 
. | 
HO- ,— as ys: 


mit [I zu 1,3,6,7,10,12-Hexa-methyl-2, 4,9, 11-tetra-athyl-5,8-di- 
propionsaure - methylester- 1’, 12’-dioxy-f, 6-tetrahydro - hexa-pyrren- 
bromhydrat folgender Konstitution: 


ries C,H, ans C,H, om CH, CH, PSM C,H, rie C,H, CH; 


ye f _ eal I CH,- [hed iat dat J 


Y¥Br 








OH 


und das Kondensationsprodukt von Kopro-neo-xantho-bilirubinsiiure 


Itt 
(VIII) ‘i 


= toes H,C- -PS 
VIII —-e — gr 


mit Kérper I dargestellt. [hm kommt folgende Formulierung zu: 
— CH, ite — POM CH, as PSM PSM —_ CH, PSM 











“ end I ancl J a am L I gr 


und ist weiter zu bezeichnen als ein 2,3,6,7,10,11-Hexa-methy]- 
1,4,5,8,9, 12-Hexa-propionsiure - methylester-1’, 12’-dioxy-f, d-tetra- 
hydro-hexapyrren-bromhydrat. 

Die Kopro-neo-xantho-bilirubinsiure wurde aus dem Opso- 
pyrrol-carbonsiure-aldehyd gewonnen durch Bromierung und Kon- 
bination des gebildeten Brom-opso-pyrrol-carbonsiure-aldehyds 
mit Opso-pyrrol-carbonsiure. Durch weitere Umsetzung des ge- 
bromten Methens mit Natrium—Alkoholat im Bombenrohr entsteht 
dann die Kopro-neo-xantho-bilirubinsiure der Formulierung VIII. 
Der entsprechende Methoxy-Kérper wurde schon friher be- 
schrieben 3), 

Ks ist leicht einzusehen, daB vier isomere Kopro-neo-xantho- 
bilirubinsaiuren theoretisch méglich sind, und zwar die vier folgenden: 





1) H. Fischer u. E. Fries, Diese Z. 233, 281 (1985). 
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pS CH, a X PS-———-CH, |. PS8+-—-CH, 
HOw Jo “ly sok asi Be 


a) H ¢) i 
—=_ Pg CH, PS 














al — 
gg ng 


ee 
b) ii d) ii 


' yon denen a) Kérper VIII, b)") und d)?) schon dargestellt sind. c) ist 
in der Bearbeitung. 


In Ubereinstimmung mit den oben angefiihrten Formeln geben 


| die Kérper gut krystallisierte Salze unter Aufnahme von 1 Mol 


OH 


' Bromwasserstoff. Es ist dies verstiindlich, denn wie aus der Formel 


' hervorgeht, ist ja nur ein basischer Pyrrolkern (ein Pyrrolenin-Kern) 


sure 


| im Molekiil enthalten, Die beiden flankierenden Kerne (I und VI) 
| tragen 2 Oxy-Gruppen, und Oxy-pyrro-methene geben ja unter 


' den iiblichen Bedingungen keine Salze. In gewoéhnlicher Weise 
lassen sich auch die freien Basen gewinnen, die ebenfalls durch 
| gute Krystallisationsfahigkeit ausgezeichnet sind. Krystall—Chloro- 
| form nehmen die Kérper leicht auf, was angesichts der zahlreichen 


Doppelbindungen im Molekiil ohne weiteres verstandlich ist. Fiir 
_ die Analyse ergeben sich natiirlich groBe Schwierigkeiten, weil 


| die Lésungsmittel hartnackig zuriickgehalten werden. Jedoch lassen 
| die Werte der Molekulargewichtsbestimmung einzelner Kérper wie 


| die weiteren Untersuchungen keinen Zweifel an der Richtigkeit 


| obiger Konstitutionsauffassung. Mit Benzol-diazonium-chlorid tritt 





glatt Azo-Farbstoffbildung ein, und es wurde im Falle des Farb- 
stoffes II der Azo-Farbstoff der Neo-xanthobilirubinsaure isoliert. 
Ks ist also Spaltung des Molekiils eingetreten. Auch durch Resorcin- 


| schmelze l4Bt sich diese leicht herbeifiihren. Die Richtigkeit obiger 


Konstitutionsauffassung wird weiter bestatigt durch die Existenz 
schén krystallisierter Kupfersalze. Allerdings ist bei der Umsetzung 
mit Kupfersalzen Dehydrierung eingetreten, wie aus den Eigen- 
schaften des entkupferten Materials hervorgeht. Da das groBe 
Molekiil dabei an sich intakt geblieben ist, geht aus der stimmenden 
Molekulargewichtsbestimmung hervor. Natiirlich miissen Kérper 
obigen Konstitutionstyps durch leichte Oxydationsfahigkeit aus- 
gezeichnet sein. Auer Dehydrierung ist im Falle des Kupfer- 





1!) H. Fischer u. J. Aschenbrenner, Diese Z. 229, 86 (1934). 
*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 210, 142 (1932). 
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salzes noch Sauerstoff ins Molekiil eingetreten, Vielleicht hat sich 
auch hier ein Keton folgender Formulierung ‘gebildet: 
CH, C,H, CH, [PS 
—_—— 


A 
a 


M}, CH, CH, [PSM], CH, C,H, CH, 


ee ie | 


XI = Sei : aechanad ite 
et ee il Late onl Jest is 
“or yi —  — iO yO 
womit die Aufnahme von 2 Atomen Kupfer ins Molekiil und die 
Molekulargewichtsbestimmung iibereinstimmt. Die nihere Unter. 
suchung ist im Gange. Die nichstliegende Annahme wire ja ein 
Zerfall des Molekiils zu Pyrro-methenen gewesen. Dies ist jedoch 
bestimmt nicht der Fall, aber ein exakter Beweis fiir die Keton- 
Natur ist auch noch nicht erbracht, im iibrigen auch nicht bei dem 
in der 1. Mitteilung iiber die Kinwirkung von Licht auf Porphyrine 
[Diese Z. 251, 87 (1938)] beschriebenen Keton. Bedenken wir, dai 
in der Konstitution des vorliegenden Kérpers in bezug auf die 
Anhiufung der Methin-Gruppen weitgehende Analogie zum Por- 
phyrin-System gegeben ist, wobei man annehmen kann, daB durch 
die endstindigen Hydroxyl-Gruppen eine Aktivierung des Gesamt- 
systems erfolgt ist, ebenso wie ja auch im Benzol durch den 
Eintritt von Hydroxyl-Gruppen eine Aktivierung bedingt ist, so 
kénnte man auch einen Hintritt des Sauerstoffs ahnlich wie im 
Porphyrin-Molekiil annehmen. Dort ist experimentell der EHintritt 
von Oxy-Gruppen an die a-Methin-Gruppen, die Addition von 
Sauerstoff an die Doppelbindung der Methin-Gruppe (Xantho- 
porphyrinogene) und Peroxydbildung an den Methin-Gruppen 
nachgewiesen. Auch Addition von OH-Gruppen in #-Stellung ist 
moéglich, wie die Existenz der Dioxy-chlorine zeigt. So ist auch 
hier eine anders geartete Bindung des Sauerstoffs nicht aus- 
geschlossen. Um so mehr als eine weitere Sauerstoff-Aufnahme 
durch die Behandlung mit Hydroxylamin einzutreten scheint, und 
zwar handelt es sich offenbar um die Aufnahme von 2 Atomen 
Sauerstoff im Molekiil. Milder verliuft die Luftoxydation. Hierbe! 
wird nur 1 Atom Sauerstoff aufgenommen, und der entstandene 
Korper XI ist identisch mit dem aus dem Kupfersalz regenerierten. 


Der Sauerstoff-Eintritt in das Molekil wurde nicht nur durch 
die EKlementaranalyse ermittelt, sondern auch durch die direkte 
Sauerstoff-Bestimmung. Diese verdanken wir Herrn Birger, der 
sie nach der Methode von Dr. Unterzaucher und Birger durcb- 
gefiihrt hat. 
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Im iibrigen igh die Stabilitit der Hexa-pyrrene nicht sonder- 


I lich groB, wie dies besonders experimentell die katalytische Re- 
| duktion zeigt. Diese wurde bis jetzt in indifferentem Medium 
| (Methylalkohol) ausgefiihrt und trotzdem trat bereits Porphyrin- 


bildung ein. Die Tendenz zur Bildung des Porphyrinringes ist 
also auch hier wieder sehr groB, und es miissen die Hexa-pyrro- 
methene als unstabilere Gebilde als die Porphyrine aufgefaBt 
werden, eine Auffassung, die auch bei der Betrachtung der Modell- 
struktur gestiitzt wird. Im Modell sind PyrrolkernII und V ein- 
ander nahegeriickt, wenn man fiir die Doppelbindungen an 5’, 
7 und 9’ die cis-Konfiguration annimmt, was angesichts des 
leichten Uberganges in Porphyrin wohl auch die gré8te Wahr- 
scheinlichkeit bietet. Ein definitives Urteil tiber die Anordnung 
wird man erst dann bekommen, wenn die Natur des bzw. der bei 
dieser Reaktion entstehenden Porphyrine klargestellt ist. Wir 
werden dann auch einen RiickschluB iiber die Anordnung der 
Pyrrolkerne beim Bilirubin vielleicht ziehen kénnen, bei dem in 
der Annahme der cis-Konfiguration ja die Oxy-Gruppen selbst- 
verstindlich’ benachbart sind. 


Alle Reaktionen der Hexa-pyrromethene verlaufen nicht ein- 
heitlich, und nur durch chromatographische Analyse konnten viel- 
fach die Kérper in reinem Zustande isoliert werden. ‘Trotzdem 
halten wir die weiteren Untersuchungen an diesen ,,Bilirubin- 
Urobilin-Modellen“ fiir auBerst wichtig, weil auf diese Weise doch 
wahrscheinlich auch ein weiterer HKinblick in den Oxydations- 
mechanismus des Bilirubins selbst und anderer Pyrrol-Farbstoffe 
gsewonnen werden kann. 


Endlich fiihrten wir in die Kopro-neo-xantho-bilirubinsiure Xb 
nach dem Vorgang von W.Siedel') den Formylrest ein, um die 
Formylverbindung mit 3,3’- Dimethyl-4,4’-dipropionsiure -pyrro- 
methen-bromhydrat bzw. seiner Leukoverbindung zu kondensieren, 
in der Erwartung, daB auf letzterem Weg ein Hexa-pyrren ent- 
stand. Diese Reaktion verlief jedoch nicht in dem angegebenen 
Sinne. Es entstand Glaukobilin XIIe. Offensichtlich ist das zu- 
gesetzte, zwei freie Methin-Gruppen enthaltende Pyrromethen gar 
nicht in Reaktion getreten, und es ist lediglich Vereinigung der 
beiden Komponenten unter Austritt von Ameisensiure erfolgt, 
ganz analog dem Verhalten mancher Pyrrolaldehyde. 


') W. Siedel, Diese Z. 237, 8 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 
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Versuche. 


1. Kondensation von Neoxantho-bilirubinsaure mit 3,3’-Dimethy]. 
4, 4’- dipropionsaure - 5, 5’- dibrommethyl - pyrromethen - bromhydrat, 
1 Mol der Dibrom-methylverbindung wird mit 2 Mol Neoxantho-bilirubin- 
siiure 30 Minuten unter RiickfluB mit Methylalkohol gekocht. Die Lisung 
wird schnell dunkelrot, das Kondensationsprodukt scheidet sich schon in 
der Wirme aus. Schwarze silberglinzende Krystalle, Schmelzp. 250°, Aus. 
beute 60°/, d.Th. Unléslich in Ather, schwer in Methylalkohol, leichter in 
Chloroform mit braunroter Farbe. Zur Analyse wurde mit Chloroform 
extrahiert und mit Methylalkohol zur Krystallisation gebracht. Die Propion. 
siuren waren durch die Kondensation verestert. 


4,000—0,010 Asche = 3,990 mg Subst.: 9,093 mg CO,, 2,292 mg H,0. — 
2,617 mg Subst.: 0,196 cem N, (24°, 717mm). — 3,226 mg Subst.: 0,628 mg 
AgBr. — 3,999 mg Subst.: 3,404 mg AgJ. 
Cs5H4g0;.N,Br (1053,4) 
Ber. C 62,65 H660 N17,96 Bri,58 40CH, 11,77 
Gef. ,, 62,15 ,, 6,43 4, 7,94 ,, 8,28 » 21,87. 


Die Gmelinsche Reaktion ist positiv, die Farbe wechselt von Braunrot 
iiber Schmutzig-blau nach Violett, dann Hellrot und schlieBlich Gelb. 


ee eee ee End-Abs. ab 490, 
Schmutzig-blau.......... I. 530; II. 490, 
MS A vio blew kas I. 535; ID. 615. 


Mit Zinkacetat in Alkohol tritt orangegelbe Firbung ohne Fluorescenz 
und Spektrum auf. Auf Zusatz von Jod und Ammoniak wird die Lésung 


langsam griin mit dunkelroter Fluorescenz. 
I. 670—654; II. 634—624; III. 582—570; IV. 508—502. 


a iecaaienmmntttlicesaeennentl wre eee Seen tiieaieaeall 


662 629 576 505 
Reihenfolge der Intensititen: III, I, Il, IV. 


Die Breite der Banden ist stark konzentrationsabhingig. Es treten 
anfangs die beiden Streifen im Rot (662; 630) auf, wobei die Lésung 
schmutzig-braun wird. Dann folgt die Bande im Gelbgriin (579), die sich 
im weiteren Reaktionsverlauf immer mehr verstiirkt. Die Lésung wird 
griin, und die anfangs vorhandene End-Abs. hellt sich zu einem Max. bei 
505 auf. Zum Unterschied gegen Bilirubinoide, etwa Mesobilirubin (I. 627,8, 
Il. 576, III. 514) hat die sechskernige Pyrrolverbindung 2 Banden im Rot: 
auBerdem treten beim Mesobilirubin Spektren und Fluorescenz nahezu 
momentan auf. 

Freie Base: Das HBr-Salz wird in Methylalkohol suspendiert und mit 
aufstehender Ammoniaklésung kurz erwirmt. Nach Abfiltrieren, Trocknen 
und Umkrystallisieren aus Chloroform -Methylalkohol erhalt man orangegelbe, 
scharfkantige Prismen, Schmelzp. 242° (bei 210° Verfirbung). Beim Um- 
krystallisieren mu rasch gearbeitet werden, da der Kérper sich in Lésung 
bald violett firbt. Er ist unléslich in Ather, schwer léslich in Methylalkohol 
und leichter in Chloroform mit orangegelber Fiarbung. 
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Die Zinkacetat-Reaktion ist genau so wie die des HBr-Salzes. Bei der 
Gmelinschen Reaktion tritt anfangs Braunrotfirbung durch Salzbildung auf. 
Die weitere Reaktionsfolge ist gleich der des HBr-Salzes. 


Zur Analyse wurde aus Chloroform-—Methylalkohol umkrystallisiert. 
Vom Chloroform mu8 méglichst weit abgedampft werden, da der Kérper 
sonst mit Chloroform krystallisiert. 


4,197 mg Subst.: 10,429 mg CO,, 2,599 mg H,O. — 2,971 mg Subst.: 
0,244 cem Ny, (25°, 714 mm). — 3,556 mg Subst.: 3,388 mg AgJ. 
C,.H,30,.N, (972,5) Ber. C 67,85 H7,05 N 864 40CH, 12,75 

Gef. ,, 67,77 ,, 6,93 ,, 8,84 » 12,40. 


Kupplung: Auf Zusatz von Benzol-Diazoninmcblorid-Lésung zu der 
Lisung der freien Base in Chloroform—Methylalkohol tritt langsam Violett- 
firbung ein. Nach EingieBen in Chloroform, Auswaschen und Einengen 
mit Methylalkohol bilden sich auf Zusatz 1 Tropfens konzentrierter HCl 
die fiir den Azofarbstoff der Neoxantho-bilirubinsiure charakteristischen 
kammférmigen Verwachsungen. Schmelzp. 189°. Mit dem Neoxantho- 
Azofarbstoff keine Depression. 


Resoreinschmelze: Nach Extrahieren des getrockneten Resorcin- 
schmelzproduktes aus 100 mg der freien Base durch Chloroform und Ein- 
engen mit Methylalkohol wurden 30 mg Neoxantho-bilirubinsiureester yom 
Schmelzp. 171° erhalten; mit Neoxantho-bilirubinsiureester (172°) keine 
Depression. Ein wesentlicher Extraktionsriickstand war nicht vorhanden. 


2. Luftdehydrierung in saurem Medium. Wird das unter 1. be- 
schriebene HBr-Salz in Methylalkohol-HBr lingere Zeit stehengelassen, so 
tritt Dehydrierung unter Violettfirbung ein. Nach EingieBen in Chloroform 
und mehrmaligem Auswaschen wurde an Aluminiumoxyd adsorbiert und 
mit Aceton entwickelt. Es entstand folgendes Chromatogramm: 

Die einzelnen Ringe wurden durch 
Zerschneiden der Siiule getrennt, mit Methy1- 
alkohol eluiert und durch nochmaliges Chro- |//////////| I orange 
matographieren in Chloroform—Aceton an 
Aluminiumoxyd gereinigt. 

Farbstoff I zeigte in Ather gelést eine 
End-Abs. ab 530. Mit Ammoniak und Alko- |//////////| II violett 
hol erscheint rote Fluorescenz und eine 
Bande im Rot bei 640; die End-Abs. bleibt. 
Mit Ammoniak und Zinkacetat in Alkohol SISAL ALS AL III blau 
tritt intensiv rote Fluorescenz, Rotviolett- X\\A\\\\\\l IV violett 
firbung und Spektrum auf: TTTIT/ TI 7 A V erin 

I. 645 schwach; II. 610—580 stark. Ff - LL — 

is onan? 


595 
Farbe, Fluorescenz und Spektrum verschwinden nach kurzer Zeit. 
Die Lésung wird griinlich. 


Farbstoff II geht mit violetter Farbe in etwa 2°/,ige HCl. Mit Zink- 
acetat in Alkohol tritt intensiv rote Fluorescenz und Spektrum auf: 


I. 628; II. 576; III. 515; also nur eine Bande im Rot. 
14* 
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Da Mesobilirubin mit Zinkacetat und Jod dasselbe Spektrum gibt, 
handelt es sich hier um die violette Gmelinstufe eines vierkernigen 
Bilirubinoides. | 

Farbstoff III konunte krystallisiert isoliert werden. Nach dem Unm- 
krystallisieren aus Methylalkohol zeigte er einen Schmelzpunkt von 238°. 
Analyse wie Schmelzpunkt stimmen auf den Glaukobilin-dimethylester aus 
Neoxantho-bilirubinsiure und Formyl-neoxantho-bilirubinsiure'), Mit Zink- 
acetat in Alkohol tritt Griinfiirbung ohne Fluorescenz und Spektrum, auf 
Jodzusatz Rotfluorescenz und Spektrum auf. 


3,888 mg Subst.: 9,740 mg CO,, 2,356 mg H,O. — 2,218 mg Subst.: 
0,186 cem N, (23°, 716 mm). — 3,850 mg Subst.: 2,908 mg AgJ. 
C,;H,.0,N, (614,4) Ber. C 6836 H6,90 N 9,12 20CH, 10,09 

Gef. ,, 68,32 ,, 6,78  ,, 9,12 » ee. 

Farbstoff IV geht mit blauvioletter Farbe in etwa 15°/,ige HCl. Mit 
Zinkacetat in Alkohol entsteht dasselbe Spektrum, dieselbe Fluorescenz und 
Farberscheinung, wie sie die unter 1. beschriebene sechskernige Pyrrol- 
verbindung mit Zinkacetat und Jod gibt. Es ist daher anzunehmen, dal es 
sich um eine Dehydrierungsstufe hiervon handelt. 

Farbstoff V ist in Lésung griin. Er gibt weder Gmelin- noch Zink 
acetatreaktion. 

3. Dehydrierung durch Kupferacetat. 300 mg der freien Base von 
1. wurden in etwas Chloroform gelést und mit heiBem Methylalkohol und 
80 mg (1'/, Mol) Kupferacetat in Methylalkohol versetzt. Nach dem Ab- 
kiihlen trat keine Krystallisation ein. Es hatte sich ein kupferroter Spiegel 
an der GefiBwand abgeschieden. , 

Nun wurde in der Wirme mit einem Uberschuf an Kupferacetat ver- 
setzt. Beim Abkiihlen krystallisierten 200 mg Kupfersalz in Nadeln aus. 
Schmelzp. 296°. 

Leicht léslich in Chloroform mit kupferroter Farbe ohne definiertes 
Spektrum, lediglich ein Schatten im Griin. Zur Analyse wurde mit Aceton 
extrahiert und mit Methylalkohol eingeengt. 

4,009, 4,378 mg Subst.: 8,773, 9,500 mg CO,, 1,969, 2,223 mg H,0, 
0,581, 0,629 mg CuO. — 2,545 mg Subst.: 0,174 cem N, (20°, 717 mm). — 
3,433 mg Subst.: 2,842 mg AgJ. — 4,598 mg Subst.: 0,644 mg H,0. 

C;;H,,0,,N,Cu, (1109,7) 

Ber. C5950 H564 £N Cu 11,44 OCH, 11,18 O 15,86 
Gef. ,, 59,68 ,, 5,50 ,, 11,58 » 10,94 ,, 15,66 
» 59,19  ,, 5,68 ne 11,48 sane na 
Die Molekulargewichtsbestimmung in der Apparatur von Sucharda 
und Bobranski ergab bei einer Einwage von 48,1 mg Substanz in 8,036 ¢ 
Chloroform (& = 3,88) eine Siedepunktserhéhung von 0,021°. 

Ber. 1109,7 Gef. 1110. 


Die nach dem Abfiltrieren des Kupfersalzes verbleibende Mutterlauge 
wurde durch EingieBen in Chloroform, Auswaschen und Chromatographieren 
an Aluminiumoxyd gereinigt. Sie zeigte in Chloroform griine Lésungsfarbe 
und folgendes Spektrum: 


1) Glaukobilin XIIIa. W.Siedel, Diese Z. 237, 8 (1935). 
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Uber Hexa-pyrrene. 


I. 641—623; II. 577—562; III. 540—528. 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I, III. 


3a. Entkupferung. Das Kupfersalz wird in Chloroform gelist und 
mit einem Tropfen konzentrierter HCl versetzt. Die anfangs kupferrote 
Liésung wird blauviolett und nach dem Auswaschen rotviolett. Nach dem 
Einengen mit Methylalkohol erhilt man violette, metallisch glinzende Pris- 
men. Schmelzp. 236°. Unldslich in Ather, schwer in Methylalkohol, leicht 
in Chloroform. 

Zur Analyse wurde mit Methylalkohol extrahiert. 


4,650 — 0,025 Asche = 4,625 mg Subst.: 11,300 mg CO,, 2,765 mg H,O. — 
4,222 mg Subst.: 10,325 mg CO,, 2,435 mg H,O. —- 2,925 mg Subst.: 
0,221 cem N, (19°, 718mm). — 4,352 mg Subst.: 4,040 mg AgJ. — 5,415 mg 
Subst.: 1,098 mg H,0. 

CogHpOu1Ne (986,5) 
Ber. C 66,8 H 6,74 N 8,52 OCH, 12,57 O 17,86 
Gef. ,, 66,64, 66,70 ,, 6,69, 6,45 ,, 8,34 » 12,55 ,, 18,00. 


”? 


Die Molekulargewichtsbestimmung in der Apparatur von Bobranski 
und Sucharda ergab bei einer Einwage von 41,0 mg Substanz in 8,20 ¢ 
Chloroform (4 = 3,88) eine Siedepunktserhéhung von 0,020°. 


Ber. 986,5 Gef. 970. 


Die rotviolette Lésung in Chloroform wird auf Zusatz von 1 Tropfen 
Bromwasserstoff blauviolett und zeigt folgendes Spektrum: 

I. 641—648 schwach; II. 601—536 stark nach Blau verwaschen. 

ee ee 
644 

Mit Zinkacetat in Alkohol und Ammoniak tritt Blaufiirbung und zwei- 
bandiges Spektrum ohne Fluorescenz auf: 

I. 589—564; II. 536—527; I. ist stark, II. schwach. 


—_—_—— —_ 
577 532 

Wird diese Lésung lingere Zeit stehen gelassen, so lést sich die 
starke Bande 577 in zwei Streifen auf: I. 582, II. 568 und zeigt intensive 
Rosafluorescenz. 

Mit Zinkacetat, Ammoniak und Jod tritt langsam Rotfluorescenz auf. 
Die Banden I und II werden schwicher, im Roten treten zwei neue 
Streifen auf: 

III. 667—660; IV. 688—625. 


663 632 
Gmelin: Durch Salzbildung blauviolett, dann violett, rot, gelb. 
Kupplung: Fiihrt zum Neoxantho-azofarbstoff vom Schmelzp. 189°. 
Mischschmelzpunkt keine Depression. 


4. Luftoxydation in neutralem Medium. Wird die freie Base von 
‘. an der Luft in Chloroformlésung stehen gelassen, so firbt sich die an- 
fangs braungelbe Lésung bald violett. Nach 24 Stunden wurde an Alu- 
miniumoxyd chromatographiert. Wihrend ein orange gefirbter Farbstoft 
stark festgehalten wurde, lief ein violetter fast unabsorbiert durch. 
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Der violette Farbstoff konnte durch Einengen mit Methylalkohol igo- 
liert werden. Er war identisch mit 3a und sein mit Cu-acetat in Methy] 
alkohol dargestelltes Cu-Salz mit 3. identisch (Mischschmelzpunkt keine 
Depression, Reaktion gleich). 

Der orange Farbstoff wurde durch Chloroform—Methylalkoho] aus der 
Siiule herausgelést. Eine Krystallisation konnte nicht erzielt werden. Seine 
Lésung gaben folgende Reaktionen. Auf Zusatz von HBr zu der Chloro- 
form-Lésung schlug die Farbe von orange nach Rot um. Nach kurzer Zeit 
trat Entfiirbung ein. Auf Zusatz von Ammoniak zu der alkoholischen 
Lésung entstand dunkelrote Farbe und rote Fluorescenz: Schatten bei 610, 
ab 530 voéllige Ausléschung. Nach kurzer Zeit trat Entfarbung ein. 

Ammoniak und Zinkacetat in Alkohol ergaben violette Firbung und 
intensiv rote Fluorescenz. Spektrum: Starker Streifen bei 590. Die violette 
Fiirbung verschwand in ein paar Sekunden und ging in ein Gelbgriin iiber. 
Aus der roten Fluorescenz war eine schwache milchige Triibung geworden. 
Spektrum war nicht mehr vorhanden. 

Wird der orange Farbstoff einige Zeit mit Ather stehen gelassen, so 
scheidet sich ein gelber Kérper aus. Nach seinen Reaktionen (vollkommener 
Gmelin, Fluorescenzreaktion) handelt es sich um ein vierkerniges Bili- 
rubinoid. Schmelzpunkt unscharf bei 252°. Die Mutterlauge gab noch die 
auffallende Reaktion mit Zinkacetat. 

5. Dehydrierung mit Hydroxylamin. 250 mg der freien Base von 
1. wurden */,Stunde in Eisessig mit salzsaurem Hydroxylamin gekocht. 
Die Farbe der Lésung schlug von Rot nach Blauviolett um. Nun wurde 
in 1 Liter Ather gegossen, mehrmals mit Wasser gewaschen und dann mit 
etwa 4°/,iger HCi so lange ausgezogen, bis kein violetter Farbstoff mehr 
in die Salzsiiure hineinging. Die blauviolette iitherische Lésung wurde nach 
dem Auswaschen mit Diazomethan verestert und an Aluminiumoxyd chro- 
matographiert. Der rotviolette Farbstoff wird schwach adsorbiert. Nach 
dem Zerschneiden der Siiule wird er mit Methylalkohol herausgelést und 
eingeengt. Nach Zusatz eines Tropfens Pyridin und Anreiben krystallisiert 
er in violetten Prismen aus. Nach dem Umkrystallisieren aus Pyridin- 
Methylalkohol wurden violette Nadeln mit goldenem Oberflichenglanz in 
einer Ausbeute von 50 mg erhalten. 

4,646 mg Subst.: 11,253 mg CO,, 2,717 mg H,O. — 4,936 mg Subst.: 
1,029 mg H,O. 

CssH3012N, (1002,5) Ber. C 65,84 H6,58 O 19,15 

Gef. ,, 66,06 », 6,54 » 18,51. 

Das Bromwasserstofi-saure Salz in Chloroform ist blau und zeigt 
folgendes Spektrum: 

I, 691—669 ; II. 577—551. 


ee a, a 


680 064 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 
Die freie Base ist in Chloroform violett. Spektrum: 
I. 627—603; II. 542—533. 


ee oe i eecnnnicenemmmentl 
615 538 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 
Mit Zinkacetat in Alkohol firbt sich die Lésung griin ohne Fluorescenz. 
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Uber Hexa-pyrrene. 


Spektrum: 
I, 701—680; II]. 640—680; Ill. 605—581 ; 
— ———_ EEE 
690 635 593 


Reihenfolge der Intensitéten: I, III, II. 
Mit Zinkacetat und Jod tritt langsam Rotfluorescenz auf. Spektrum: 
I. 667—656: II. 614—600. 


| Semen, mtn — 


662 607 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 


6. Katalytische Hydrierung. Die freie Base von 1. wurde in 
Methylalkohol suspendiert und so lange mit Palladium hydriert bis sich 
alles gelést hatte und die Lésung farblos geworden war. Es konnte das 
zu erwartende ,,Gen“ nicht isoliert werden. Die Lésung zeigte nach kurzem 
Stehen an der Luft Porphyrin-Spektrum vom Atiotyp. Mit Zinkacetat in 
Alkohol trat Griinfluorescenz und Urobilinstreifen (512) auf. Nach einiger 
Zeit entstanden zwei neve Banden im Griin: 

I. 576; II. 548. Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


7. Kondensation von Neoxantho-bilirubinsaure mit 3,3’-Dimethyl. 
4-athyl-4’-propionsaure-5, 5’-di-brommethyl-pyrromethen-bromhydrat. 
Die Kondensation wird genau so ausgefiihrt wie unter 1. beschrieben. 
Schmelzp. 249°. In allen Eigenschaften stimmt der erhaltene Koérper mit 
dem Kondensationsprodukt von Neoxantho-bilirubinsiure mit 3,3’-Dimethyl- 
{, 4’-dipropionsidure-5, 5’-di-brommethyl-pyrromethen-brombydrat tiberein. 

4,217 mg Subst.: 9,822 mg CO,, 2,569 mg H,O. — 3,745 mg Subst.: 
0,276 eem N, (20°, 724 mm). — 4,044 mg Subst.: 2,697 mg AgJ. — 2,979 mg 
Subst.: 0,540 mg AgBr. 

3.3H,,O,NgBr (995,4) 

Ber. C 63,89 H 6,77 N 8,48 Br 8,03 3 OCH, 9,34 

Gef. ,, 63,52 , 6,82 , 818 ,, 1,71 » 8,61. 

Freie Base. Die freie Base ist etwas schwerer ldslich als die 
unter 1. beschriebene, darum scheidet sie sich beim Umkrystallisieren aus 
Chloroform-Methylalkohol friiher aus und enthalt Krystallehloroform. 
Schmelzp. 225—230° unscharf. 

4,156 mg Subst.: 10,461 mg CO,, 2,659 mg H,O. — 3,161 mg Subst.: 
0,266 cem N, (22°, 719 mm), — 4,130 mg Subst.: 3,220 mg AgJ. — 2,556 mg 
Subst.: 0,070 mg AgCl. 

CsgHggO.N, (914,5) Ber. auf 0,060 Mol Chloroform nach dem Er- 
vebnis der Halogenbestimmung: 

C 69,09 H 7,22 N 9,12 C1 0,69 OCH, 10,09 
Gef. ,, 68,64 ,, 7,16 ,, 9,21 ,, 0,69 4, 10,80 
Ber. auf C,s3H,gO0,N, ,, 69,65 4, 7,28 ,, 9,19 4, 0,00 4, 10,18. 


8. Kondensation von Atio-neoxantho-meso-bilirubin mit 3,3’-Di- 
methyl -4, 4’- dipropionsaure - 5, 5’-di- brommethyl - pyrromethen-brom- 
hydrat. Die Kondensation wird wie unter 1. beschrieben ausgefihrt. Das 
HBr-Salz schmilzt bei 260°. 
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3,600 mg Subst.: 1,665 mg Agu. 
C;,H,,0,N,Br (937,4) Ber. OCH, 6,61 Gef. OCH, 6,15. 


Freie Base. Die freie Base ist noch schwerer léslich als die 
unter 7. beschriebene. Beim Umkrystallisieren aus Chloroform—Methy|- 
alkohol werden schon iiber '/, Mol Chloroform festgehalten. 


4,070 mg Subst.: 9,972 mg CO,, 2,549 mg H,O. — 1,817 mg Subst: 
0,156 cem N, (23°, 714 mm). — 4,505 mg Subst.: 2,372 mg AgJ. — 3,212 mg 
Subst.: 0,795 mg AgCl. 

C;,H,,0.N, (856,5) Ber. auf 0,53 Mol Chloroform nach dem Er 
gebnis der Halogenbestimmung: 

C 67,28 H 7,07 N 9,15 20CH, 6,74 Cl 6,12 
Gef. ,, 66,82 ,, 7,01 ,, 9,30 » 6,96 ,, 6,12 
Ber. auf C,,H,,O,.N, ,, 71,50 ,, 7,53  ,, 9,80 » ew 800 


9. Bromierung von Opso-pyrrol-carbonsadure-aldehyd. 0,2 g Opso. 
pyrrol-carbonsiure-aldehyd werden mit wenig Eisessig angefeuchtet und 
dann tropfenweise mit 0,5 ccm Brom-Eisessig-Lésung versetzt (44,2 ccm 
Eisessig und 5,8 ccm Brom). Man lift etwa 30 Minuten stehen. Ausbeute 
0,28 g gleich d. Th. Schmelzp. 166,5° unter Zers. Léslich in Methylalkobol, 
Eisessig und Wasser. Es wird aus Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 178°. 


3,971 mg Subst.: 6,111 mg CO,, 1,373 mg H,O. — 3,555 mg Subst.: 
0,145 cem N, (24°, 715 mm). — 3,153 mg Subst.: 2,225 mg AgBr. 
Ber. C 41,54 H387 N58 Br 30,74 
Gef. ,, 41,97 ,, 3,87  ,, 5,58 , 30,02. 


10. Kopro-neoxantho-bilirubinsaure. (5-Oxy-4,4’-dipropionsaure- 
3,3’-dimethyl-pyrromethen.) 4,5 g umkrystallisiertes 5-Brom-3,3’-dimethy)- 
pyrromethen-4, 4’-dipropionsiiure-hydrobromid und 45 cem 10°/,iges Natrium- 
methylat, welches mit 9 ccm Wasser versetzt ist, werden 2 Stunden im 
Bombenrohr auf 150° erhitzt. Dann wird mit Wasser verdiinnt und mit 
verdiinnter Salpetersiiure gefiillt. Die Ausbeute betriigt 1 g gelbgriines 
Pulver, Nach dem Umkrystallisieren aus Eisessig erhilt man_ kleine 
Nidelechen vom Schmelzp. 282° unter Zers. Die Ehrlichsche Reaktion 
ist griin mit 2bandigem Spektrum im Rot. 


4,348 mg Subst.: 9,733 mg CO,, 2,341 mg H,O. — 2,289 mg Subst.: 
0,176 cem N, (20°, 720 mm). 
C,,H,,0,N. (332,2) Ber. © 61,49 H 6,09 WN 8,44 
Gef. ,, 61,05 ,, 603 ,, 8,49. 


10a). Kopro-neoxantho-bilirubinsaure-ester. Die Siiure wird in 
Chloroform suspendiert und mit einer Diazo-methanlésung in Chloroform 
verestert. Der Ester krystallisiert nach dem Einengen mit Methylalkohol 
in gelben Rhomben aus. Schmelzp. 198°. 


4,101 mg Subst.: 9,500 mg CO,, 2,360 mg H,O. — 4,085 mg Subst.: 
5,299 mg AgJ. — 3,297 mg Subst.: 0,237 cem N, (23°, 725 mm). 


C,H,,0;N, (360,2) Ber. C 63,25 H 6,78 N 7,78 20OCH, 17,82 
Gef. ,, 63,18 ,, 6,44 ,, 7,91 17,54. 
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10b). Azofarbstoff. Der Methylester wird in Methylalkohol geldst 
und mit einer Benzol-Diazoniumchlorid-Lésung versetzt. Der Azofarbstoff 
krystallisiert nach einiger Zeit in langen makroskopischen Nadeln aus. 
Schmelzp. 185 °. 

3,438 — 0,045 Asche = 3,393 mg Subst.: 7,489 mg CO,, 1,762 mg H,O. — 
2,796 mg Subst.: 0,290 ccm N, (24°, 721 mm). 

C,,H,,0,N,Cl (500,7) Ber. C 60,00 H 5,84 N 11,20 

Gef. ,, 60,09 ,, 5,80 ,, 11,32. 


Mit Kupferacetat konnte ein schén krystallisiertes Kupfersalz gewonnen 
werden, tiber das spiiter noch berichtet wird. 


11. Kondensation von Kopro-neoxantho -bilirubinsaure -(10) mit 
3, 3’- Dimethyl - 4, 4’- dipropionsaure-5, 5’- di-brommethyl-pyrromethen- 
bromhydrat. Die Kondensation wurde wie unter 1. beschrieben aus- 
gefiihrt. Das Kondensationsprodukt war etwas leichter léslich und schied 
sich erst nach lingerem Stehen in der Kite aus. 

Zur Analyse der wie unter 1. dargestellten freien Base wurde aus 
Aceton umkrystallisiert. 


5,062 mg Subst.: 11,970 mg CO,, 3,085 mg H,O. — 2,421 mg Subst.: 
0,173 cem N, (20°, 720 mm). 
CsoH,.0,,Ne (1087,5) Ber. C 65,10 H668 N 7,73 
Gef. ,, 64,49 ,, 6,71 ,, 7,89. 


12. 5-Oxy-4, 4’- dimethy] - 3, 3’- dipropionsaure - methylester-5-for- 
myl-pyrromethen. 1 ¢ 5-Oxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen-3, 3’-dipropion- 
siiure-methyl-ester wird in 30 ccm Chloroform gelést, mit 1,5 cem wasser- 
freier Blauséiure versetzt und unter Kiihlung mit trockner Chlorwasserstoff- 
sure gesiittigt. Nach einiger Zeit wird mit Ather gefiillt, und der getrocknete 
Niederschlag mit wenig Wasser leicht erwiirmt. Dann wird abgenutscht, 
getrocknet und aus Methylalkohol umkrystallisiert. Ausbeute 1 g_ roh. 
Schmelzp. 201 °. 

Zur Analyse wurde mit Ather extrahiert und im Vakuum bei 70° ge- 
trocknet. 


3,640 mg Subst.: 8,252 mg CO,, 2,022 mg H,O. — 3,203, 3,422 mg 
Subst.: 0,198 (21°, 718 mm), 0,192 (25°, 720 mm) cem N,. 


C,,H,,0,N, (888,4) Ber. C 61,80 H6,28 N 7,20 
Gef. ,, 61,88  ,, 622  ,, 6,78, 7,67. 


_ 18. Kondensationsversuch von 5-Oxy-4, 4’-dimethyl-3, 3’-dipro- 
plonsaure - methylester - 5’- formyl-pyrromethen mit 3, 3’-dimethyl- 
4,4’-dipropionsaure-pyrromethen-bromhydrat. Die Kondensation verlief 
nicht in dem gewiinschten Sinne. Es trat ein intensives Glaukobilin- 
Spektrum auf. 
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Uber ms-Methyl-pyrro-methene ’). 
Von 


Hans Fischer und Hans Héfelmann. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1937.) 


Die Synthese von Pyrromethenen, in denen das Wasserstoff- 
Atom der Methin-Briicke durch Methyl ersetzt wird, hat fiir die 
direkte Synthese methylsubstituierter Porphyrine groBes Interesse. 
H. Fischer, A. Schormiiller und H. Windecker?) versuchten, 
allerdings ohne Erfolg, aus Methyl-pyrro-methanen durch Oxy- 
dation mit Brom Methyl-pyrro-methene zu erhalten. Sie konnten 
lediglich feststellen, da wohl Pyrro-methene entstehen, jedoch 
wird der Methyl-Rest an der Methin-Briicke abgespalten.  Lhre 
Versuche, Acetyl-krypto-pyrrol und Acetyl-himo-pyrrol-carbon- 
siure mit «-freiem Pyrrol zu Methyl-methenen zu kuppeln, schlugen 
fehl. W.Siedel*) hat bei der Darstellung von 2,4-Dimethyl- 
3-ithyl-5-acetyl-pyrrol iiber die Grignard-Verbindung des Krypto- 
pyrrols die Bildung des 3,3’,5,5’-Tetra-methyl-4,4’-didthyl-ms- 
methyl-pyrromethen-hydrochlorids festgestellt und dieses Methen 
als Zinksalz isoliert. Desgleichen wurde auf diese Weise das 
entsprechende ms-Athyl-methen als Zinksalz gefaBt. Die freie 
Base konnte nicht krystallisiert erhalten werden. Friiher schon 
waren von EK. Zaucker*) ms-methyl-substituierte Methene getabt 
worden durch Kondensation von «-Methyl-e’-acetyl-pyrrol mit 
trisubstituierten Pyrrolen. Daf damals diese Untersuchungs- 
resultate nicht richtig gedeutet wurden, lag an der irrtiimlichen 
Auffassung des zur Farbstoffbildung verwendeten Acetyl-pyrrols. 
Dieses wurde seinerzeit als o-Athyl-c’-formyl-pyrrol aufgefaBt, 
und erst spiter wurde von H. Fischer und H. Beyer) der 


1) Vgl. Diss. Hans Héfelmann, Techn. Hochschule Miinchen 1937. 
*) Liebigs Ann. 498, 284 (1932). 

3) Diese Z. 231, 167 (1935). 

4) Dissertation, Techn. Hochschule Miinchen 1928. 

5) Liebigs Ann. 486, 55 (1931). 
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' Beweis geliefert, daB es sich in Wirklichkeit um das a-Methyl- 
| /-acetyl-pyrrol gehandelt hat, und demgemiB die gewonnenen 
| Pyrro-methene als ms-methyl-substituierte Methene aufzufassen 
‘scien. Leider jedoch stimmten die Analysenresultate mit dieser 
Konstitutionsauffassung nicht iiberein. 


Die Untersuchungen muBten deshalb von neuem aufgenommen 


/ werden und wurden zunachst mit dem 2-Methyl-5-acetyl-4-carb- 
ithoxy-pyrrol durchgefihrt. Obwohl diese nach vielen Richtungen 
hin variiert wurden und eine Reihe «-freier Pyrrole zur Konden- 
' sation verwendet wurden, konnte in keinem Falle ein krystalli- 
i siertes Produkt gefaBt werden. Wohl konnten jeweils Farbungen 
‘festgestellt werden, ein Zeichen dafiir, daB irgendwelche Um- 
 setzungen eingetreten waren. Diese Farbungen waren entweder 
rot, blau oder blauviolett. Nach diesem negativen Ergebnis wurde 
‘auf das oben erwihnte 2-Methyl-5-acetyl-pyrrol zurickgegriffen. 
'—s konnte ein Methen vom Schmelzp. 212° erhalten werden, 
' dessen Analyse gut auf das 5,3’,5’-Trimethyl-ms-methyl-pyrro- 
' methen-hydrobromid (I) 


me HO 
| 
I HCL oe \_ CH, 
N , N 
H CH, HBr 


'stimmt. Das Pyrro-methen zeichnet sich durch Niesreiz aus. 
' Die Ausbeute war nahezu quantitativ. Das Methen war — wie 
- auch die anderen dargestellten und im folgenden beschriebenen 
' ms-Methyl-methene — sehr leicht léslich in Sprit, Methanol, 
| Eisessig und auBerdem mehr oder weniger wasserlislich. Ein 
| Teil der Methene neigt sehr zum Verschmieren, so daB das Um- 
_ krystallisieren gréBte Sorgfalt erforderte. Die Krystallisations- 
| tendenz ist sehr gering, und so war die Krystallisation der Methene 
' trotz Verwendung von reinstem Material nicht leicht zu erzielen. 
; Bei einigen Pyrro-methenen war es nicht mdglich, Krystallisation 
| zu erreichen, obwohl deren Entstehung durch Fiirbung und spektro- 
' skopische Untersuchung feststand. Die isolierten Methene hielten 
‘auBerdem hartniickig Asche fest, so daB die gefundenen Analysen- 
werte zum Teil nicht gut stimmten. Versuche, das Methen (I) 
‘frei darzustellen, gelangen nicht, wie auch schon EK. Zaucker 
(a. a. 0.) feststellen konnte. Auch Pikratbildung trat nicht ein. 
| 2-Methyl-5-acetyl-pyrrol wurde weiterhin kondensiert mit Krypto- 
| pyrrol, 2,3,4-Trimethyl-pyrrol, 2-Athyl-4-methyl-pyrrol, Himo- 
| pyrrol-carbonséure und Himo-pyrrol-carbonsiure-methylester. 
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Als Ausgangsmaterial geeignet erwies sich weiterhin 2, 3-))j. 
methyl-5-acetyl-pyrrol. Es kondensierte sich glatt mit 2,4-Dimethy. 
als auch mit Krypto-pyrrol zu schén krystallisierten Methenen, 
Das Kondensationsprodukt mit 2,4-Dimethyl-pyrrol (ID) zeichne; 


sich durch Niesreiz aus. 











H,0,—_H H,C==H 
| 
II H,Ci_ 3 ———C=—+|_ CH, 
N | N 
H CH, HBr 


Krystallisierte Methene konnten auferdem noch erhalten 
werden mit 2-Athyl-4-methyl-pyrrol und mit Himo-pyrrol-carbon. 


siure. Versuche, die Kérper (III) und (IV) 


OCH, H 





aq GH, R= . 
acl! — “talk 
N tl N 
et (IV: COOR = COOH) 


mit q@-freiem Pyrrol zu kondensieren, waren negativ. Bei dew 
Pyrrol (III) wie auch (IV) bestand auBerdem noch die Méglich- 
keit, daB neben Kondensation auch noch isocyclische Ringbildung 
analog dem angegebenen Schema eintrat. Fiir eine solche Konden- 
sation wiirde sich vielleicht das 2,3-Dimethyl-5-acetylpyrrol- 
4-carbonsiiure-azid besser eignen. Eine diesbeziigliche Nach: 
priifung soll noch erfolgen. 

Um auch die Cyan-acetyl-Gruppe auf ihre Kondensatious- 
fahigkeit zu priifen, wurde aus 2,3-Dimethyl-4-carbithoxy-pyrril 
und Malodinitril mit Salzsiure der Kérper (V) hergestellt. 


H,C,——,CO000,H, 








Vv H,OL Jace 
N 
ul 


Kondensationsversuche mit diesem Pyrrol hatten jedoch keinen 
Erfolg, auch hier wiirde sich vielleicht das Azid zur Kondensation 
besser eignen. 

Um auch das Athyl-homologe des 2-Methyl-5-acetyl-pyrrols 
auf seine Kondensierbarkeit zu untersuchen, wurde in @-Athy!- 
pyrrol iiber dessen Grignard-Verbindung die Acetyl-Gruppe eit- 
gefiihrt. Kondensationsversuche des 2-Athyl-5-acetyl-pyrrols mit 
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g-freiem Pyrrol fiihrten bis jetzt nur beim 2,4-Dimethyl-pyrrol 
‘ju einem krystallisierten Methen (VJ). 


VI H,0,{ }— C | ZO8; 
N | N 
H CH, HBr 


Ks seien noch die Versuche erwihnt, die unternommen wurden, 
‘um aus dem @-Acetyl-pyrrol durch Hydrierung mit Raney-Nickel 


jv-Athyl-pyrrol zu erhalten. Sie waren aber bis jetzt ohne Erfolg. 


| Dagegen fiihrt die Reduktion nach Wolff-Kishner glatt zum Ziel }). 
'  Versuche, das a-Athyl-pyrrol ringsynthetisch darzustellen, 


; hatten ebenfalls keinen Erfolg. Bei der Umsetzung von Propionyl- 


‘essigester mit Dichlorither und 10°/,igem Ammoniak, analog 
‘der Benaryschen Synthese’), konnte ein 6éliges Reaktionsprodukt 
‘erhalten werden, das die Ehrlichsche Probe nur ganz schwach 
izeigte. Aus dem Ol konnte durch Verseifen mit Kalilauge eine 


‘Siiure gewonnen werden, die sich als die 2-Athyl-furan-3-carbon- 


isiure erwies. -Pyrrolbildung war nur in Spuren eingetreten. Die 
‘Dimpfe der Substanz fairbten einen mit Salzsiure befeuchteten 
‘Fichtenspan griin. Die Saure krystallisiert aus Wasser in farb- 


tlosen Nadeln vom Schmelzp. 43°. Sie lieB sich im Vakuum ohne 
‘Zersetzung destillieren. Man erhilt sie so als eine rein-weibe 
iKrystallmasse, die bei 38° erweicht und bei 66° eine klare 
‘Schmelze ergibt. Nach den Beobachtungen von Herrn Professor 
‘Steinmetz handelt es sich wahrscheinlich um das Auftreten 
‘emer dimeren Form, die bei der Destillation entsteht. 


Versuche. 
5,3’, 5’- Trimethyl-ms-methyl-pyrromethen-hydrobromid. 0,63 g 


}2-Methyl-5-acetyl-pyrrol werden zusammen im Reagenzglas mit 0,5 g 2,4-Di- 
‘nethylpyrrol am siedenden Wasserbad erhitzt. Es bildet sich eine klare 
‘Schmelze. Man gibt nun 0,5 cem Bromwasserstoff (48°/,ig) hinzu und 1aBt 


noch 30 Minuten am Wasserbad. Bei Zugabe von HBr tritt Dunkelfirbung 
auf, Nach dem Herausnehmen, Abkiiblen und Reiben mit dem Glasstab 


ferstarrt der Inhalt zu einer roten Masse. Ausbeute an Rohprodukt 0,9 g. 


Umkrystallisiert zur Analyse aus absolutem Eisessig unter eventuellem Zu- 


Hsatz von absolutem Ather. Man erhiilt so den Korper als ziegelrotes, kry- 


stallines Pulver, Schmelzp. 212°. Sehr leicht lislich in Sprit, Chloroform, 
Benzol, Aceton. 


'! H. Fischer, H. Beyer u. E. Zaucker, Liebigs Ann. 486, 69 (1931). 
*) B. Benary, Ber. chem. Ges 44, 495 (1911). 
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_ 


3,858 mg Subst. (Spur Asche, bei 65°i. V. getr.): 7,850 mg CO,, 2,105 Ing 

H,O. — 3,250 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 0,289 ccm Ny (24°, 716 mm), — 
4,705 mg Subst.: 3,133 mg AgBr. 

C,3H,,;N,Br (281,07) Ber. C 55,50 H 6,10 N 9,96 Br 28,43 

Gef. ,, 55,71 » 6,18 », 9,64 » 28,34. 


5, 3’, 4’, 5’- Tetramethyl - ms - methyl - pyrromethen - hydrobromid 
0,31 g 2-Methyl-5-acetylpyrrol werden mit 0,27 g 2,3,4-Trimethylpyrrol wie 
oben mit wenig konz. HBr erhitzt. Nach 20 Minuten wird die Reaktions. 
masse beim Herausnehmen und kurzem Reiben mit dem Glasstab fest. Up. 
krystallisiert zur Analyse aus absolutem Kisessig erscheint es als rote; 
Pulver vom Schmelzp. 225°. 


4,179 mg Subst. (Spur Asche, bei 65° i. V. getr.): 8,625 mg CO, 
2,315 mg H,O. — 3,510 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 0,294 cem N, (19. 
717 mm). — 4,759 mg Subst.: 2,965 mg AgBr. 

C,,H,,.N.Br (295,09) Ber. C5693 H6,48 N 9,50 Br 27.0 
Gef. ,, 56,29 » 620 ,, 9,24 9 26,51, 


5,3’,5’- Trimethyl-4’-athyl-ms-methyl-pyrromethen-hydrobromid 
0,63 g 2-Methyl-5-acetylpyrrol und 0,63 g Kryptopyrrol werden zusammen 
mit 0,5 cem konz. HBr wie iblich erhitzt. Nach etwa 1 Stunde ist die 
Reaktion vollendet und der Réhreninhalt erstarrt beim Abkiihlen und Reiben. 
Ausbeute an Rohprodukt 1,2 g. Aus Eisessig-Ather schéne rote Prismer, 
Schmelzp. 205°. 


4,745 mg Subst. — 0,018 mg Asche (bei 65° i. V. getr.): 10,082 mg C0, 
2,702 mg H,O. — 2,070 mg Subst.: 0,172 cem N, (22°, 720 mm). — 4,093 mg 
Subst.: 2,450 mg AgBr. 

C,;Hp,N.Br (309,11) Ber. C5824 H682 N9,06 _ Br 25,8 
Gef. ,, 58,17 6,50 » 9,11 9 25,47. 


5,4’,5’- Trimethy] - 3’- propionsaure - methylester-ms-methyl-pyrro- 
methen-hydrobromid. 0,42 ¢ 2-Methyl-5-acety!pyrrol werden mit 0,72 
Himopyrrol-carbonsiure-methylester und 0,5 ecm HBr wie iiblich 1 Stunde 
erhitzt. Beim Abkiihlen und lingerem Stehen krystallisiert die duntle 
Schmelze. Zur Analyse wurde aus absolutem Eisessig-Ather umkrystallisier. 
Braunrote Stibchen vom Schmelzp. 146°. 


4,028 mg Subst. — 0,029 mg Asche (bei 65° i. V. getr.): 7,808 mg C0; 
2,158 mg H,O. — 2,400 mg Subst.: 0,159 cem N, (22°, 720 mm). — 3,630 mg 
Subst.: 1,863 mg AgBr. 

C,,H,,0,N,Br (367,12) Ber. C 55,57 H 6,31 N 7,63 Br 21,77 
Gef. ,, 55,25 , 604 ,, 781 4, 21,94. 


5,4’, 5’-Trimethyl-3’- propionsaure-ms-methy]-pyrromethen-hydro- 
bromid. 0,42 g Himosiiure und 0,3 g 2-Methyl-5-acetylpyrrol werden ui 
0,5 eem HBr wie iiblich erhitzt. Nach 45 Minuten wird das zihe schmierig 
Produkt auf Eis gestellt, mit etwas absolutem Ather digeriert und mit dev 
Glasstab gerieben. Alsbald krystailisiert das Methenhydrobromid aus. At’ 
absolutem Eisessig-Ather erhilt man rote Stibchen, die bei 180° unter vor 
herigem Sintern schmelzen. 
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‘ 4,880 mg Subst. — 0,016 mg Asche (bei 65° i. V. getr.): 8,624 mg CO,, 
» 9.922 mg H,O. — 2,955 mg Subst.: 0,214 cem N, (23°, 719 mm). — 4,730 mg 


D ieae 












































105 mg 


sail  Subst.: 2,454 mg AgBr. 
og aa [EE Cul O.N,Br (358,10) Ber. C 54,38 H 5,99 N 7,94 Br 22,64 
gy : Gef. ,, 53,90 ,, 5,70 ,, 7,90 4, 22,08. 


_& 5, 3’- Dimethy] - 5’- athy] - ms - methyl - pyrromethen- hydrobromid. 
romid | 0,42 g 2-Methyl-5-acetylpyrrol werden mit 0,36 g 4-Methyl-2-ithylpyrrol 
Tol wie HF ind 0,5 eem konz. HBr 40 Minuten am Wasserbad erhitzt. Nach dem Ab- 


aktions _ kiihlen und Reiben tritt Krystallisation ein. Gereinigt wurde durch Extrak- 
. Un- tion mit absolutem Aceton aus der Hiilse. Rote, zu Biischeln verwachsene 
S rotes 


| Prismen vom Schmelzp. 170°. 


_ 4,009 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 8,400 mg CO,, 2,352 mg H,O. — 
g CO, | 2420 mg Subst.: 0,203 cem N, (18°, 709 mm). — 4,458 mg Subst.: 2,770 mg 
No (19", | AgBr. 
© C,H,.N.Br (295,08) Ber. C 56,93 H 6,49 N 9,48 Br 27,08 
27,08 Gef. ,, 57,14 », 6,57 »» 9,18 » 26,44. 
26,51. ie 
‘ : 4,5, 3’,5’- Tetramethyl - ms - methgl - pyrromethen - hydrobromid. 
romid /% 0,35 ¢ 2,3-Dimetbyl-5-acetylpyrrol und 0,25 g 2,4-Dimethylpyrrol werden 
sammen M mit 0,5 cem HBr wie iiblich erhitzt. Nach 30 Minuten ist die Kondensation 
ist die M% beendet. Man kiihlt ab und reibt mit dem Glasstab, wobei nach kurzer 
Reiben, # Zeit Krystallisation eintritt. Man digeriert die Masse auf dem Filter mit 
rismen, # absolutem Ather und trocknet dann im Exsiccator. Zur Entfernung der 
' restlichen Schmieren wird mit sehr wenig absolutem Eisessig verrieben und 
ng C0, 3 abfiltriert. Aus absolutem Eisessig lange, diinne, rote Nadeln mit violettem 
093 me fe SChimmer. Bei 150° farbt sich die Substanz dunkel und schmilzt unscharf 
{ "bei 220—222°. 


3,306 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 6,880 mg CO,, 3,306 mg H,O. — 


| cy : 2,745 mg Subst.: 0,210 cem N, (22°, 720 mm). — 4,314 mg Subst.: 2,630 mg 
» Agbr. 

“ped | C,,H,N,Br (295,09) Ber. C 56,93 H647 N9,50 Br 27,08 

‘Stund ‘ Gef. ,, 56,34 6,00 », 8,93 9» 20,94. 

dunkle 4,5,3’- Trimethy1-5’-athyl -ms-methyl-pyrromethen-hydrobromid. 


lisier. J 0.46 g 2,3-Dimethyl-5-acetylpyrrol und 0,36 g 4-Methy]-2-ithylpyrrol werden 
- nit 0,5 cem HBr wie iiblich behandelt. Die nach 80 Minuten griinlich schim- 
/mernde Schmelze wird abgekiihlt und erstarrt nach kurzem Reiben zu ‘einem 


6 ~" ; dicken roten Krystallbrei. Zur Analyse mit Aceton aus der Hiilse extra- 
630 mE : hiert erhilt man ziegelrote, diinne, biegsame Nadeln vom Schmelzp. 173°. 
vm : 3,707 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 7,930 mg CO,, 2,198 mg H,O. — 
ae | 3,632mg Subst.: 0,294cem N, (21°, 711mm). — 4,750 mg Subst.: 2,893mg AgBr. 
ee E 


; C,5H,,N,Br (309,10) Ber. C 58,23 H 6,85 N 9,06 Br 25,86 
hydro Gef. ,, 58,34 ,, 6,64 ,, 8,79 ,, 25,92. 


len u's 4,5, 4’, 5’ -Tetramethy] -3’- propionsaure -ms-methyl-pyrromethen- 
mien’ @ hydrobromid. 0,35 g 2,3-Dimethyl-5-acetylpyrrol und 0,42 g Himosiure 
aut det / Werden am siedenden Wasserbad zusammengeschmolzen und 0.5 cem HBr 
“i = _Zugegeben. Es entsteht bei '/,stiindigem Erhitzen eine schéne rote Schmelze 


| Yon griinblaueth Schimmer. Dann wird abgekiihlt und nach Versetzen mit 
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wenig absolutem Eisessig im Exsiccator der Krystallisation iiberlassen. Nac} 
lingerem Stehen scheidet sich das Methen krystallisiert ab. Zur Analyse 
wurde aus der Hiilse mit Aceton extrahiert, Schmelzp. 202—203°. 


4,211 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 8,558 mg CO,, 2,359 mg H,0. — 
3,285 mg Subst. : 0,226 ccm N, (20°, 696 mm). — 3,003 mg Subst.: 1,542 mg AgBr, 
C,,H,,0,N,Br (867,12) Ber. C 55,55 H 6,28 N 7,61 Br 21,78 

Gef. ,, 55,43 ,, 627 ,, 7,84 ,, 21,85. 


4,5,3’,5’-Tetramethy] -4’-athyl-ms- methyl - pyrromethen - hydro. 
bromid. 0,35 g 2,3-Dimethyl-5-acetylpyrrol werden mit 0,31 g Kryptopyrrol 
unter Zusatz von 0,5 ccm konzentrierter HBr wie iiblich erhitzt. Die 
Schmelze wird nach 20miniitigem Kochen am Wasserbad unter Abkiihlen 
und Reiben fest. Aus absolutem Eisessig—Ather feine rote Nadeln yom 
Schmelzp. 193°. 

3,745 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 8,111 mg CO,, 2,270 mg H,0. - 
2,963 mg Subst.: 0,237ccem N, (22°, 724mm). — 3,735mg Subst.: 2,105mg Agbr, 
C,,HysN,Br (323,12) Ber. C 59,40 H 7,17 N 8,67 Br 24,73 

Gef. ,, 58,93 ,, 6,79 ,, 882 ,, 28,98. 


2-Athyl-5-acetylpyrrol. Man stellt aus 5 g Athylbromid und 0,8 g Mg 
eine Grignard -Lésung her und tropft dazu 3g Athylpyrrol in absoluten Ather, 
Nachdem man 1 Stunde gekocht hat, kiihlt man ab und versetzt tropfen- 
weise mit einer absoluten ‘itherischen Lésung von Acetylbromid und kocht 
weitere 2Stunden. Nach Stehen tiber Nacht arbeitet man in_ iiblicher 
Weise auf. Das dlige Reaktionsprodukt wird einer Vakuumdestillation 
unterworfen. Neben einem festen krystallinen Produkt entsteht noch ein 
éliger Anteil. Man filtriert und krystallisiert aus Wasser um, eventuel 
unter Zusatz von Tierkohle. Ausbeute 2,7 g. Silbergliinzende Bliittchen 
vom Schmelzp. 44°. 
5,102 mg Subst. (bei 25° i. V. getr.): 13,115 mg CO,, 3,705 mg H,0. 
— 3,085 mg Subst.: 0,282 cem N, (27°, 719 mm). 
C,H,,ON (137,09) Ber. C 70,03 H 8,08 N 10,22 
Gef. ,, 70,11 ,, 812 ,, 9,94. 


3’, 5’- Dimethyl -5-athyl-ms- methyl - pyrromethen -hydrobromid. 
0,3 g 2-Athyl-5-acetylpyrrol, 0,2 g¢ 2,4-Dimethylpyrrol und 0,5 eem konzen- 
trierte HBr wurden */, Stunde lang am siedenden Wasserbad erhitzt. Dan 
wird das Reaktionsprodukt auf Eis gestellt. Beim Reiben mit dem Glas 
stab krystallisiert das gebildete Methen-hydrobromid aus. Man digeriert 
mit trocknem Aceton und filtriert ab. Ausbeute 0,4 g. Umkrystallisiert 
aus Aceton (unter Zusatz von wenig Sprit)—-Ather. Metallisch glinzende, 
rote Prismen vom Schmelzp. 192°. In Wasser sehr ldslich. 

4,320 mg Subst. — 0,021 Asche (bei 65° i. V. getr.): 9,027 mg C0, 
2,480 mg H,O. — 3,049 mg Subst.: 0,255 cem N, (23°, 723 mm), — 3,133 mg 
Subst.: 1,977 mg AgBr. 

C,,H,,N,Br (295,08) Ber. C 56,93 H 6,49 N 9,48 Br 27,08 
Gef. ,. 57,27 ,, 627 ,, 9,20 ,, 26,85. 


Umsetzung von Propionyl-essigester mit Dichlorather undAmmo 
niak. 20g Dichloriither und 15 g Propionyl-essigester werden mit 100 ccm 






















































Uber ms-Methyl-pyrro-methene. 925 


eee 25°/,igem Ammoniak unter starkem Riihren versetzt. Es tritt starke Er- 
F wirmung auf. Man riihrt so lange, bis das Gemisch handwarm geworden 

ist und stellt das GefiB iiber Nacht in den Eisschrank. Die Fliissigkeit 

H,0. — samt dem dligen Niederschlag wird ausgeiithert und dann der Ather ab- 
ig AgBr, gedampft. Das zuriickbleibende dunkle Ol wurde einer Vakuumdestillation 
1,78 unterworfen. Unter 11mm Druck geht bei 75—82° ein fast farbloses Ol 
1,85.  iiber. Aus dem Riickstand la8t sich nichts weiter destillieren; beim weiteren 
hydro | Erhitzen tritt Zersetzung ein. Der Riickstand wurde mit alkoholisch-wiB- 
ha il | riger KOH-Lésung einige Zeit gekocht und dann aus der Fliissigkeit mit 
t PY 0s verdiinnter Schwefelsiure eine braune amorphe Masse gefillt, mit der nichts 
bkithien anzufangen war. Das Destillat der Vakuumdestillation wurde ebenfalls 
ee verseift. Dabei wurde eine aus Wasser in schénen Nadeln krystallisierende 


Substanz gefaBt, die bei 43° schmolz. Die Substanz lieB sich im Vakuum 
| destillieren (Siedep.,, ,,,, 123°; dann zeigte sie den Schmelzp. 66°. Aus- 
H,0. - 7 beute 3,7 g. 


ae 4,299 (Schmelzp. 66°), 3,160 (Schmelzp. 43°) mg Subst. (bei 25° i. V. 
‘9 4 getr.): 9,418, 7,000 mg CO,, 2,129, 1,690 mg H,0. 

| C,H,O, (140,06) Ber. (© 59,97  H 5,76 
),8 ¢ Mg Schmelzp. 43°: Gef. ,, 60,41 = ,, 5,99 
nAther Schmelzp. 66°: Gef. ,, 59,75 ,, 5,54. 
ye er | Stickstoff war bei der Elementaranalyse nicht nachweisbar. 
iblicher 2,3-Dimethyl-4-carbathoxy-5-(w-cyanacetyl)-pyrrol. 5 g 2,3-Di- 
tillation methyl- -4-carbithoxypyrrol werden zusammen mit 2,5 g Malodinitril in einer 
och “_ Mischung von 25 ecm trocknem Chloroform und 50 ccm absolutem Ather 
anew gelést und unter Eiskiihlung trockne HCl eingeleitet. Uber Nacht hat sich 
dittchen 


7 das Iminchlorhydrat abgeschieden. Der Ather wird abgesaugt und der 

Riickstand nach Behandeln mit Wasser mit 30°/yigem Sprit mehrmals aus- 
.¢ H,0. HR gezogen. Man erhilt so eine weiBe Substanz in einer Ausbeute von 2,5 g. 
Aus Eisessig~Wasser farblose fiaumfederartige Gebilde, die sich unter dem 
Mikroskop als lange diinne Nadeln erweisen, Schmelzp. 189°. 


3,880 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 8,752 mg CO,, 2,021 mg H,O. — 
romid Me 2°18 mg Subst.: 0,295 cem N, (22°, 724 mm). 

konzeu C,2H,,O,N, (234,13) Ber. C 61,50 H 6,03 N 11,97 

a Gef. ,, 61,52 ,, 5,88 ,, 11,96. 
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Chemischer Nachweis der fermentativen Tyraminbildung 
durch Nierengewebe’). 
Von 
Peter Holtz. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1937.) 


In einer vor kurzem mit H. Janisch veréffentlichten Arbeit!) 
wurde gezeigt, daB Nierengewebe von Kaninchen und Meer. 
schweinchen oder auch Phosphatextrakte aus Niere bei der Ein- 
wirkung auf Tyrosin aus der pharmakologisch unwirksamen 
Aminosaure eine pharmakologisch wirksame Substanz bilden, die 
sich im Blutdruckversuch an der Katze wie Tyramin verhiilt. 
Die Art der Blutdruckwirkung, die sich nach der intravendésen 
Injektion in Form eines langdauernden, nur allmahlich abklin- 
genden Blutdruckanstiegs duBerte, und die Méglichkeit, diese 
blutdrucksteigernde Wirkung durch Cocainisierung des Versuchs- 
tieres zu verhindern, machten es sehr wahrscheinlich, daB die 
neuentstandene wirksame Substanz mit Tyramin identisch war. 
Wir haben deshalb auch aus den Ergebnissen unserer Versuche 
den SchluB gezogen, daf die Niere der untersuchten Tierarten 
ein Ferment enthalt, welches Tyrosin in Tyramin umzuwandeln 
vermag, ebenso wie wir aus unseren Versuchen?”) tiber die Ent- 
stehung einer blutdrucksenkenden Substanz aus Histidin unter 
der Einwirkung von Leber- und Nierengewebe folgerten, dab 
diese Organe die Fiahigkeit zur fermentativen Histaminbildung 
aus Histidin besitzen. Zu den gleichen Resultaten sind unab- 





*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft und der Gesellschaft von Freunden und Férderern der Universitit 
Greifswald. 


1) P. Holtz, Naturw. 25, 457 (1937); P. Holtz u. H. Janisch, Arch. 
f. exper. Path. 186, 684 (1937). 
*) P. Holtz u. R. Heise, Arch. f. exper. Path. 186, 877 (1937). 
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| bingig von uns Werle und Herrmann’), sowie Werle und 
| Mennicken‘) gelangt. 

3 Im Gegensatz zu Werle fanden wir, daB sich in unseren 
- Versuchsansitzen mit Leber- und Nierengewebe bei Sauerstoff- 
gegenwart immer weniger Histamin nachweisen lieB als bei 


ung | Sauerstoffausschlu8. In einer im Druck befindlichen Arbeit®) 
iiber ,.ermentative Entstehung und Zerstérung von Histamin 
und Tyramin durch Leber- und Nierengewebe“ finden wir das 
- oleiche fiir die Tyraminbildung aus Tyrosin durch Nierengewebe. 
Diese Beobachtung findet ihre Erklirung darin, daB unter Be- 
dingungen guter Sauerstofiversorgung die aminabbauenden Fer- 
mente, die Histaminase und ‘Tyraminase, wirksam werden und die 
entstandenen Amine zerstéren. Man muf deshalb, wenn man 
die Wirksamkeit der aminbildenden Fermente nachweisen will, 

rbeit) Me we Versuche in sauerstofffreier Atmosphire ansetzen. 
Meer. i Wir haben schon in einer friiheren Arbeit*) darauf hin- 
r Kine @ geWiesen, daB die Fahigkeit der Niere, aus Histidin Histamin zu 
samen  Dilden, sich gréBenordnungsmabig von ihrer Fahigkeit zur Tyramin- 
mn, die _ bildung aus Tyrosin unterscheidet: unter vergleichbaren Versuchs- 
erhilt jp bedingungen konnten von der gleichen Gewebsmenge aus zu- 
snisen e gesetztem Histidin etwa 200 y Histamin, aus zugesetztem ‘Tyrosin 
bklin. @ “agegen 2 mg Tyramin, also die 10fache Aminmenge, gebildet 
ew werden. Wihrend auf Grund seiner weit gréBeren biologischen 
weche. Wirksamkeit das in unseren Versuchsansitzen neuentstandene 


B dic ; Histamin sich trotzdem im pharmakologischen Versuch leichter 
' und in kleinerer Fliissigkeitsmenge nachweisen lie8 als das neu- 


1 war, ; 2 
iwachs gebildete Tyramin, muBte fiir den Versuch, die fermentativ ent- 
hasten standenen Amine mit chemischen Methoden nachzuweisen und 
wndeln 2" identifizieren, die Aussicht auf Erfolg beim Nachweis des 
Ent.  yramins besser sein. — In der vorliegenden Arbeit wird die 
unter @ ‘urch Nierengewebe aus Tyrosin gebildete blutdrucksteigernde 
dag | Substanz mit chemischen Methoden als T'yramin identifiziert. 
‘ 
dung , 
anak Versuchsergebnisse. 
50 g Kaninchenniere, die von 4 Tieren stammen, werden mit Quarz- 

_ sand im Morser zu Brei verrieben und 10 Minuten mit 150 cem m/20-sekun- 
emeit- @  direm Natriumphosphat extrahiert. Hierauf wird 10 Minuten zentrifugiert, 
ersitiit ———aeneenemnnii 

: *) Biochem. Z. 291, 105 (1987). 4) Biochem. Z. 291, 325 (1937). 
Arch. & ’) P. Holtz, R. Heise u. W. Spreyer, Arch. f. exper. Path. (im 

Druck). 


*) Klin. Wschr. 16, 1561 (1987). 
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die iiberstehende Lésung auf zwei 250 cem-Erlenmeyerkolben verteilt und 
zu jedem Ansatz 0,25 g Tyrosin in 50 cem m/20-Natriumphosphat zugeceben, 
Nach der Uberschichtang der Versuchslésungen mit Toluol werden diese 
10 Minuten mit Wasserstoff durchstrémt und fiir 15 Stunden in den Brut. 
schrank (37°) gebracht. 

Kontrollversuch mit Phosphatextrakt aus 50 g Kaninchennierenbrej 
ohne Tyrosin. 

Nach 15stiindigem Stehen wird zum Kontrollansatz 0,5 g Tyrosin in 
100 cem m/20-Natriumphosphat zugegeben und beide Versuchsansiitze sofort 
mit je 50 cem 50°%,iger Trichloressigsiure enteiweiBt. Die Klaren, gelb. 
gefirbten Filtrate werden 4mal mit Ather ausgeschiittelt, um die Trichlor. 
essigsiure zu entfernen, und dann im Vakuum ‘bei 50° auf ungefihr 40 cem 
eingeengt. Zur Reinigung der Lisungen wird die 10fache Menge Aceton 
zugegeben, nach 2stiindigem Stehen in der Kite filtriert und im Vakuun 
von Aceton befreit. 

Zur weiteren Reinigung werden die Lésungen mit 50°/,iger Silber- 
nitratlésung versetzt. Im Filtrat wird das tiberschiissige Silber mit Salz- 
siure entfernt und mit Soda neutralisiert. Wéihrend 2stiindigen Stehens in 
der Kilte entsteht eine starke Fiillung, die hauptsiichlich aus unverindertem 
Tyrosin besteht. Das Filtrat wird gegen Tyramin biologisch ausgewertet. 


Die biologische Auswertung erfoigt im Blutdruckversuch an der 
mit Pernocton narkotisierten Katze gegen eine Standardlésung aus Tyramin- 
chlorhydrat (Fig. 1). Die Lésungen des Hauptversuchs und des Kontroll- 





Fig. 1. 
Auswertung der Extrakte aus Kaninchenniere nach Enteiwei8ung, 
Aceton- und Silberfaillung. 
Katze. Pernoctonnarkose, Blutdruck in der art. fem. 
1 = 0,2 mg Tyraminchlorhydrat 2 = 0,4ccm ,,Kontrollversuch‘‘ 
3 = 0,4 ccm ,,Hauptversuch“. 


versuchs werden mit Wasser auf 60 ccm aufgefiillt. 0,4 cem des Haupt- 
versuchs entspricht mindestens der Wirksamkeit von 0,2 mg Tyraminchlor- 
hydrat. Die Gesamtlésung miifte demnach, wenn thre blutdrucksteigernde 
Wirkung auf einem Gehalt an Tyramin beruht, 30 mg Tyraminchlorhydrat 
oder ungefihr 22 mg Tyramin enthalten. — Die Lisung des Kontroll- 
versuchs ist wirkungslos. Sie wird trotzdem weiter aufgearbeitet. 


Ausschittelung der blutdrucksteigernden Substanz. Die Lésungen 
werden im Vakuum bei 50° zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit 
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q Athylalkohol extrahiert. Die alkoholischen Filtrate werden wiederum ein- 
| gedampft, der Riickstand mit 80 cem 10°/,iger Sodalésung aufgenommen. 
' Von einem flockigen Niederschlag wird abfiltriert. 


Die Filtrate werden jetzt 2mal mit je 100 ccm und 3mal mit je 50 ccm 


' Amylalkohol ausgeschiittelt. Die iiber Natriumsulfat getrockneten amyl- 
' alkoholischen Lésungen werden je 2mal mit je 100ccm und 8mal mit je 
' 50cem n/1-Salzsiure ausgeschiittelt. Die salzsauren Lésungen werden im 
| Vakuum bei 50° zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit Athylalkohol 


extrahiert. Der nach Verjagen des Alkohols im Vakuum bleibende weife 
Trockenriickstand wird in 5 cem Wasser aufgenommen. 


Probe nach Gerngrof8, Voss und Herfeld’) auf para-substituierte 
Phenole. 1 Tropfen der Lésung wird zu 2ccm aqu. dest. gegeben, 
1 Tropfen einer 1°/,igen alkoholischen Lésung von 1,2-Nitrosonaphthol 
zugefiigt, kurz aufgekocht und mit 2 Tropfen konzentrierter Salpetersiure 
versetzt. Im Ansatz des Hauptversuchs tritt eine intensive tiefrote Firbung 


auf. Mit einem ‘Tropfen des Kontrollansatzes und selbst mit 2 cem bleibt 


die Probe negativ. 

Benzoylierung. Die wiifrige Lésung des Hauptversuchs (5 cem) 
wird mit 5 cem 20°/,iger Kalilauge versetzt und mit Benzoylchlorid ge- 
schiittelt. Es bildet sich zunichst ein etwas gelb gefirbter Niederschlag, 
von dem abfiltriert wird. Nach erneutem Zusatz von Benzoylchlorid ent- 
steht eine grobflockige, sich zusammenballende wei8e Fiillung. Diese wird 
abgenutscht, mit dem Spatel zerteilt und dann mit Wasser und Ather ge- 
waschen. Der fast weiBe Riickstand lést sich fast vollkommen in absolutem 
Alkohol. Aus dem alkoholischen Filtrat krystallisieren nach Zusatz von 
etwa 25°/, Wasser weiBe Krystalle aus, die dann aus 75°/,igem Alkohol 
umkrystallisiert werden. Ihr Gewicht betrigt nach dem Trocknen 15,1 mg. 

Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit dem aus Tyramin her- 
gestellten Benzoylderivat liegen zwischen 169 und 170°. 

2,675 mg Subst.: 0,097 cem N, (23°, 745 mm) (Dr. Schoeller). 

C,.H,,0,N Ber. N, 4,06 Gef. N, 4,09. 

Die Substanz ist demnach Tyramindibenzoat. Hiermit ist 
auch der chemische Nachweis dafiir erbracht, daB die Niere 
ein tyraminbildendes Ferment enthilt. 

Das gleiche Ergebnis wurde in einem Versuch mit 50g 
Schweineniere erhalten. Die biologische Auswertung hatte er- 
geben, daB Schweineniere 3—4mal weniger Tyramin aus der 
gleichen Tyrosinmenge bildete wie Kaninchenniere. Auch im 
Versuchsansatz mit Schweineniere konnte die blutdruckwirksame 
Substanz durch Schmelzpunktbestimmung ihres Benzoats als 


Tyramin identifiziert werden. 


Bemerkungen zu den Versuchsergebnissen. 
DaB Tyrosin unter der Einwirkung tierischen Gewebes in 
‘Tyramin umgewandelt werden kann, wurde schon im Jahre 1902 


7 he. dete, Ges. 66, 435 (1933). 
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von Emerson’) gezeigt. Er versetzte Pankreasbrei mit Tyrosin 
und iiberlie} das Gemisch nach Zusatz von Toluol 10 Tage der 
Autolyse. Er konnte nachweisen, daB unter diesen Bedingungen 
aus Tyrosin betrichtliche Mengen Tyramin entstanden. Heinsen‘ 
hat die Versuche von Emerson vor kurzem mit dem gleichen 
Resultat wiederholt. Er hat weiterhin den allerdings erfolglosen 
Versuch gemacht, auch mit Extrakten aus Pankreasgewebe cine 
Umwandlung der Aminosiiure zu erhalten. — Andererseits fanden 
wir in unserer schon erwiihnten Arbeit!), daB unter Versuchs- 
bedingungen, unter denen durch Nierengewebe und zellfreie 
Nierenextrakte aus Tyrosin gut nachweisbare Mengen Tyramin 
gebildet wurden, bei der Kinwirkung von Pankreasgewebe oder 
Phosphatextrakten aus Pankreas auf Tyrosin keine Spur blut- 
druckwirksamer Substanz entstand. Wenn auch nicht zu be- 
zweifeln ist, daB unter den von Emerson angewandten Versuchs- 
bedingungen in iiber viele Tage autolysierendem Pankreasbrei 
eine Tyraminbildung erfolgt, und wenn die Versuche auch zur 
Vermeidung von Bakterienwachstum unter antiseptischen Kautelen 
angesetzt wurden, so erscheint es uns doch zweifelhaft, ob der 
hier beobachteten Aminbildung der gleiche Mechanismus zugrunde 
liegt, nach dem das in der Niere vorkommende Ferment die Un- 
wandlung der Aminosiiure bewirkt. Hiergegen wiirde u. a. viel- 
leicht besonders die T'atsache sprechen, daB die Wirksamkeit des 
Pankreasgewebes nicht in den Organextrakt iibergeht. 





Fig. 2. 


Tyraminbildung und -zerstérung durch Meerschweinchenniere. 
Katze. Blutdruck. 10 ccm Phosphatextrakt (m/20-sec. Natriumphosphat) aus 1,5 g Meer- 
schweinchenniere + 20 mg Tyrosin: 10 Minuten mit H, bzw. O, durchstrémt, dann unter 
Toluol 14 Stunden bei 37”. 


1 = 1ccem Extrakt in H, 2 = 1lccm Extrakt in QO). 


Wahrend Heinsen, wie schon erwiahnt, die Reproduktion 
der von Emerson erhaltenen Versuchsergebnisse bei Verwendung 





8) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 501 (1902). 
% Diese Z. 245, 1 (1936). 
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yon Pankreasgewebe gelang, fand er in Versuchen mit Rinder- 
'niere keine Tyraminbildung aus zugesetztem Tyrosin. Das ist 
| yerstindlich, da er, soweit aus den methodischen Angaben zu er- 


sehen ist, seine Versuche unter aeroben Bedingungen ansetzte. 


' Denn unter diesen Verhiltnissen wird, wie wir in der Einleitung 
' gu dieser Arbeit schon auseinandergesetzt haben, etwa ent- 


stehendes Tyramin durch die bei Gegenwart von Sauerstoff wirk- 


' sam werdende Tyraminase zerstiért (Fig. 2, 8.230). — Das gleiche 
' trifft zu fiir eine soeben erschienene Verdéffentlichung !) desselben 
Autors, in welcher er mitteilt, daB es ihm nicht méglich ist, in 
' Phosphatextrakten aus Meerschweinchenniere mit chemischer Me- 
' thodik die Wirkung des tyraminbildenden Ferments nachzuweisen, 
| dessen Vorhandensein sowohl von Werle und Mitarbeitern als 
' auch von uns mit biologischer Methodik sehr wahrscheinlich ge- 
' macht und von mir fiir Kaninchen- und Schweineniere jetzt auch 
_ chemisch nachgewiesen wurde. 


Das negative Ergebnis der Untersuchungen von Heinsen 


kann mit Sicherheit auf die Untauglichkeit der yon ihm an- 
| gewandten Versuchsanordnung zuriickgefiihrt werden. Diese Un- 


tauglichkeit ist darin begriindet, da8 die Sauerstofiversorgung 


seiner Versuchsansitze so gut war, daB, wie er selbst findet, 


sogar dem Nierenextrakt zugesetztes Tyramin zerstért wurde und 
mit der von ihm benutzten Probe nach GerngroB, Voss und 
Herfeld auf para-substituierte Phenole nicht mehr erfabt werden 
konnte. Denn bei guter Sauerstoffversorgung liBt sich, wie wir 
schon mitteilten und im Versuch der Fig. 2 zeigten, auch mit 
pharmakologischen Methoden keine blutdrucksteigernde Substanz 
im Nierenextrakt nachweisen, da diese dann, weil sie mit T'yramin 
identisch ist, ebenso wie dieses durch die Tyraminase der Niere 
zerstért wird. — Hiatte Heinsen sich im biologischen Versuch 
vergewissert, ob bei der von ihm vorgenommenen Reproduktion 
der von Werle und uns veréffentlichten Versuche in seinen Ver- 
suchsansitzen aus Tyrosin sich iiberhaupt blutdruckwirksame 
Substanz gebildet hatte, so wiirde er bemerkt haben, daB das 
nicht der Fall war und eine chemische Aufarbeitung ergebnislos 
bleiben muBte. — Wenn der Autor andererseits annimmt, dai 
er mit seiner Beobachtung eines Tyraminabbaus durch Nieren- 
extrakt ,den Nachweis einer T'yraminase des Nierengewebes des 
Warmbliiters erstmalig erbracht“ habe, so beruht diese Annahme 


1) H. A. Heinsen, Biochem. Z. 294, 120 (1937). 
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aut einem Irrtum. Denn Mary L. C. Hare?}), der wir die 
ersten grundlegenden Untersuchungen iiber die Wirkung und den 
Wirkungsmechanismus der Tyraminase verdanken, fand schon 
vor mehreren Jahren, daf die Tyraminase auBer in der Leber, 
wenn auch in geringerer Konzentration, auch in der Niere ent- 
halten ist. 


Zusammenfassung. 


Die durch Nierengewebe aus Tyrosin fermentativ gebildete 
blutdrucksteigernde Substanz wird in Form ihres Benzoylderivates 
isoliert. Die Bestimmung des Schmelzpunktes und Stickstoff- 
gehaltes der Benzoylverbindung ergibt, daB die wirksame Sub- 
stanz Tyramin ist. 


1) Biochemic. J. 22, 968 (1928). 
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Uber die Glykolyse in der Leber. 
Von 
H. J. Deuticke und W. Zens. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat Bonn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1937.) 


In den letzten Jahren ist, vornehmlich durch die Arbeiten von 


| G.Embden!) und O. Meyerhof?), ein Abbauweg des Kohlen- 
| hydrates im tierischen Organismus sichergestellt worden, bei dem 
F die Phosphorylierung des Zuckers Voraussetzung ist und anaerob 
' iiber Hexosediphosphat, Triosephosphat, Phosphoglycerinsiure und 
| Phosphobrenztraubensiure schlieBlich durch MHydrierung der 
' Brenztraubensiure rechtsdrehende Milchsiure entsteht. Auf 
_ diesem Wege kann Kohlenhydrat nicht nur in der quergestreiften 
| Muskulatur, sondern auch in der Niere [H. Jost*)], im Herz- 
 muskel [S. Ochoa‘)] und in der glatten Muskulatur [W. Meeraus 
_ und G. Lorbeer®)| umgesetzt werden; aber es ist sicher, daf 
' dies nicht der einzige Weg ist, auf dem Kohlenhydrat ver- 
| schwinden kann [O. Warburg®)], ja immer mehr wird wahr- 
' scheinlich, daB nicht einmal die Veresterung der Kohlenhydrate 
| nit Phosphorsiure stets und in allen Organen, bzw. Organismen 
' Voraussetzung ihres Abbaues ist [F.F. Nord, Z. Dische, J. Need- 
| ham, T. Thunberg, E. Bumm”), H. Jost’)}. 


Uber die einzelnen Phasen der Glykolyse in der Leber 


_ sind wir bisher weniger genau unterrichtet. Daf die ‘l'riosen 
' Glycerinaldehyd und Dioxyaceton in der isoliert durchstrémten 
| Leber eine starke Milchsaurebildung hervorrufen, ist schon seit 
| langem bekannt’), und auf Grund der Feststellungen, daB nach 
| Zasatz des synthetischen d,l-Glycerinaldehyds in der normalen 
_ Leber ein Gemenge von rechts- und linksdrehender Milchsaure‘), 
| in der phloridzindiabetischen Leber Hexose, und zwar links- 
| drehende Sorbose entsteht®), kam G. Embden zu der Annahme, 
_ da8 der Kohlenhydratabbau in der Leber vornehmlich tiber einen 
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optisch aktiven Glycerinaldehyd verliuft. Aber diese Vorstellung 
blieb nicht unwidersprochen, zudem erwies sich Dioxyaceton in 
den erwihnten Durchstrémungsversuchen®) ebenfalls als aus. 
gezeichneter, dem d,1l-Glycerinaldehyd noch iiberlegener Milch. 
siurebildner, und spitere Versuche von G.Embden und EK. Metz 
an lackfarbenem Blut zeigten, daB ebenso wie aus reinem 1-Gly- 
cerinaldehyd auch aus reinem d-Glycerinaldehyd ausschlieBlic\ 
linksdrehende Milchsiure gebildet wird, da die Triose Glycerin- 
aldehyd demnach nicht als normales Intermediirprodukt der tieri- 
schen Glykolyse anzusehen ist. 

Nach den neueren Feststellungen lag die Vermutung nabhe, 
daB auch in der Leber fiir den Kohlenhydratabbau Phosphory- 
lierungsvorginge von Bedeutung sind, eine Vermutung, die schon 
friiher mehrfach geiuBert wurde. So hatte O. Riesser?!) aus 
dem dem Muskelbrei analogen Verhalten des Leberbreis, aus der 
Phosphorséure- und Milchsiurebildung bei Exposition des Ge- 
websbreis in Na-bic. Lésung und aus der hemmenden Wirkung, 
die das Calcium und vor allem das Fluor auf die spontane Phos- 
phatzunahme im Leberbrei ausiiben — im Kaltbliiter-Leberbrei 
kam es unter Fluorideinwirkung sogar gelegentlich zu einem 
Verschwinden von anorganischem Phosphat —, auf eine Beteili- 
gung der Phosphorsiure am Kohlenhydratumsatz in der Leber 
geschlossen, sie zumindest fiir recht wahrscheinlich gehalten. 
Auch die Leberdurchstrémungsversuche von Engelhardt und 
Parschin"™), in denen Glucosezusatz zur Durchstrémungsfliissig- 
keit die Abgabe von anorganischem Phosphat an die Durch- 
strémungsfliissigkeit einschrinkte, wiesen in dieselbe Richtung. 
Aber die Stellung der Hexosephosphorsiéuren bei der Glykolyse 
in der Leber war zweifelhaft geblieben. In den Versuchen von 
QO. Riesser4) fiihrte Zusatz von Hexosediphosphat zum Frosch- 
leberbrei zwar zu einem Anstieg des anorganischen Phosphates, 
aber nicht zu einer Milchsiurevermehrung, und auch die Warn- 
bliiterleber bildete aus zugesetztem Hexosedi- und Hexosemono- 
phosphat wenig Milchsiure [Rosenthal?’)], Nur Fenz und 
Popper‘) fanden gelegentlich nach Hexosediphosphatzusatz selr 
hohe Milchsiurewerte, und auch nach W. Haarmann?) ist 
Hexosediphosphat im Leberbrei unter Beriicksichtigung der Tat- 
sache, daB das Milchsiuremaximum in der Leber an sich niedng 
ist, ein wirksamer Milchsadurebildner. 

Kine sichere Vorstufe der Milchsiure in der Leber ist schon 
seit langem bekannt, die Brenztraubensiure, deren Hydrierung 2 
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| rechtsdrehender Milchsaure in der isoliert durchstrémten Leber 
- erstmalig von G. Embden") festgestellt und spiter von Z. Otani !") 
» bestitigt wurde. Diese Reaktion ist also nicht nur fiir die Gly- 
kolyse in der Leber, sondern nach den oben erwahnten neueren 
' Untersuchungen auch fiir die Glykolyse im Muskel charakte- 
' ristisch. Die nachfolgende Untersuchung beschiftigt sich mit der 
' Frage, inwieweit auch andere Phasen der im Muskel aufgedeckten 
' anaeroben Glykolyse, die intermediiire Phosphorylierung und die 
_ Umsetzung phosphorylierter Zwischenprodukte, von der Leber 
' ibnlich wie vom Muskel durchgefiihrt werden kénnen. 


Methodik. 


Die Versuche wurden ausschlieBlich am Leberbrei von Kaninchen 


; ausgefiihrt; die Methodik war dabei weitgehend der von G. Embden und 


H. J. Deuticke') beschriebenen angeglichen. Die Tiere, normale oder 


; Adrenalin-vorbehandelte Hungerkaninchen, wurden durch Nackenschlag und 


Entbluten aus den Karotiden getétet, die Lebern so rasch wie médglich 


4 entnommen und nach Beseitigung der Gallenblase durch eine eisgekiihlte 
| Fleischhackmaschine getrieben. Der in einer eisgekiihlten Porzellanschale 
| griindlich durehmischte Leberbrei wurde auf einer Handwage zu den ge- 
| wiinschten Portionen abgewogen, mit Unterstiitzung von ein bis zwei Assi- 
» stenten gleichzeitig in vorbeschickte Kélbchen eingefiillt und bei bestimmter 
> Temperatur 90 Minuten unter hiufigem Umschiitteln exponiert. 20—30 Mi- 
' nuten nach der Tétung der Tiere waren im allgemeinen siimtliche Ansiitze 
_ beschickt und im Thermostaten. 


Die mit Gummistopfen verschlossenen, 100 ccm fassenden Erlenmeyer- 


_ kélbchen enthielten bereits die fiir die Suspension des Leberbreies vor- 
| gesehenen, mit Na-bic. gepufferten Liésungen. Das Verhiiltnis von Ex- 
| positionsflissigkeit zu Leberbrei war meistens 4 zu 1 bei einer Endkonzen- 
tration an Na-bic. von 1,2°/,. Nur in einigen unserer Versuche wurde ein 
_ Teil Leberbrei in zwei Teile Expositionsfliissigkeit gebracht bei einer Na-bic. 


Endkonzentration von 2°/, (Angaben vgl. bei den betreffenden Versuchen). 
Als Zusiitze wurden verwandt: 1. Glykogen aus Hundeleber; 2. hexose- 


_ diphosphorsaures Natrium aus Candiolin*), das iiber das Bleisalz gereinigt 
' war; 3. phosphoglycerinsaures Natrium, nach Embden, Deuticke und 
_ Kraft?) aus Kaninchenmuskulatur isoliert; 4. glycerinphosphorsaures Natrium 
' aus Glycerinphosphorsiure ,,Merck“; 5. brenztraubensaures Natrium aus 
_ Brenztraubensiure ,,Schering-Kahlbaum“, die fiir jeden Versuch frisch 


destilliert und deren Gehalt titrimetrisch bestimmt wurde. Stets enthielten 


: die Ansiitze auf 1g Leberbrei 10 mg Glykogen oder Brenztraubensiure 
_ oder organische H,PO,. In einigen Versuchen wurde Leberbrei zuerst in 


einer mit Na-bic. gepufferten Liésung von Na-Fluorid oder Cyankali 30 Mi- 


; nuten bei 20° vergiftet und danach mit den Intermediirprodukten des 
_ Kohlenhydratstoffwechsels versetzt. 





*) Das Candiolin war uns von der I. G. Farbenindustrie Aktiengesell- 


_ schaft freundlicherweise zur Verfiigung gestellt worden. 
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Nach der Exposition wurde nach Schenck mit 15°/,iger HCl und 
6°/,igem Sublimat enteiwei8t. Um ein klares Schenckfiltrat nach der Ent. 
quecksilberung zu erhalten, mubten wir wegen des hiufig groBen Glykogen. 
gehaltes auf 1g Leberbrei bis zu 0,75 g Sublimat zusetzen (vgl. hieriiber 
auch Riesser, a.a.Q.). Die Ansiitze blieben tiber Nacht im Eisschrank, 
wurden dann filtriert, mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, entliiftet und 
in aliquoten Teilen auf anorganische Phosphorsiure, Milchsiure und Brenz. 
traubensiure analysiert. Bei den Zusatzversuchen mit Hexosediphosphat 
wurden auBerdem noch Hydrolysenkurven nach den Angaben von K. Loh. 
mann’*) aufgenommen. Die anorganische Phosphorsiure wurde 
nach G. Embden"™) gravimetrisch bestimmt, die Milchsféiure nach 
E. Lehnartz®) direkt am Schenckfiltrat ohne vorherige Atherextraktion, 
und die Brenztraubensiure in der von G. Embden und H. J. Deuticke') 
beschriebenen Weise in je 30ccm Schenckfiltrat als Phenylhydrazon. Da, 
diese Methode auch bei Verwendung von 2,4 Dinitrophenylhydrazin jn 
unseren Versuchen wegen der niedrigen Brenztraubensiurekonzentration 
nicht geniigend genau war, haben wir spiter die Brenztraubensdure nach 
E. M. Case”) bestimmt. 

In den nachstehenden Tabellen sind zuerst stets die Mengen anorgani- 
scher Phosphorsiiure und Milchsiiure angefiihrt, welche der Leberbrei 2 
Versuchsbeginn enthielt. Um diese zu ermitteln, wurde die gleiche Menge 
Leberbrei wie in den Hauptansiétzen zu Versuchsbeginn in 15°/,ige HC) 
gebracht, sofort mit Sublimat versetzt und mit Wasser auf das gleiche Vo- 
lumen wie in den Hauptansiitzen aufgefiillt. Analog wurde die im Leber. 
brei wihrend der Exposition in Na-bic. ohne jeden Zusatz erfolgende Zu- 
nahme der anorganischen Phosphorsiure, Milchsiure und Brenztraubensiiure 
ermittelt. 

Es ist selbstverstiindlich, daB aus der Vermehrung der anorganischen 
Phosphorsiure allein nicht mit Sicherheit auf einen Abbau der zugesetzten 
organischen Phosphorsiureverbindungen geschlossen werden kann, da die 
Leber reich an anderen, nicht zur Klasse der Kohlenhydrate gehérenden 
Phosphorsaurefraktionen ist und durch den Zusatz der Intermediirprodukte 
des Kohlenhydratstoffwechsels eine Beeinflussung des Stoffwechsels leber- 
eigener Phosphorsiureverbindungen erfolgen kann. Aber im Zusammen- 
hang mit dem Verhalten der Milchsiure und Brenztraubensiiure lassen die 
nachstehend mitgeteilten Ergebnisse doch schon gewisse Riickschliisse iiber 
die Stellung der phosphorylierten 6- und 38-Kohlenstoffverbindungen bei 
der Glykolyse in der Leber zu. 


Versuchsergebnisse. 


Zunichst wurde das Verhalten von Leberbrei gegeniiber den 
beiden 3-Kohlenstoff-Phosphorsiureverbindungen Phosphoglycerin- 
siure und Glycerinphosphorsiure untersucht. 

Aus Versuch 1 ist ersichtlich, daB bei Zusatz von Phosphoglycerin- 
siure in Ansatz B, die anorganische H,PO, unter Beriicksichtigung der 
mit der Phosphoglycerinsiure zugesetzten 1,6 mg anorganischer H,P0, 


gegeniiber der Kontrolle um 183 mg anstieg, d.h. 73°/, der zugesetzten 
Substanz sind, falls die anorganische H,PO, ausschlieBlich aus Phospho- 
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' nicht nachweisbar. 
' anorganische H,PO, gegeniiber der Kontrolle um 36,4 mg, die Milchsiure 
um 5,4 mg zu. 
' und Glycerinphosphorsiure (B,) blieben sowohl die H,PO,-Abspaltung mit 
' einem Defizit von 26mg H,PO, wie die Milchsiurebildung mit einem Defizit von 
_ 34 mg Milchsiure hinter der Summe der in den Einzelansiitzen beobachteten 
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| glycerinsiure stammt, gespalten worden. Gleichzeitig war die Milchsiure- 
pildung auBerordentlich stark, die Zunahme gegeniiber der Kontrolle betrug 
152 mg. Brenztraubensiiure war dagegen mittels Phenylhydrazin tiberhaupt 


Bei Zusatz von Glycerinphosphorsiure (B,) nahm die 


Aber bei gleichzeitigem Zusatz von Phosphoglycerinsiure 


Vermehrung (B, + B,) deutlich zuriick. AuBerdem ist mehr Phosphorsiiure, 
nimlich 65 mg, ohne Milchséure-Aquivalent geblieben als in der Summe der 
Kinzelansiitze, in denen 48 mg H,PO, kein Milchsiure-Aquivalent haben. 
Brenztraubensiure war auch hier nicht nachweisbar. 


Versuch 1. 
(Protokoll-Nr. 1. 12. 3. 35.) 


Verhalten von Leberbrei gegeniiber Phosphoglycerinsiure 
und Glycerinphosphorsiiure. 


Normale, nicht vorbehandelte Kaninchen. Jeder Ansatz enthiilt 25 g Leber- 
brei in 50 cem Expositionsfliissigkeit. Exposition 90 Minuten bei 39—40°. 
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Hiernach vermag also die Leber ebenso wie Muskulatur 
Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiure anzugreifen, 
aber im einzelnen zeigt sie dabei ein von der Muskulatur ver- 
schiedenes Verhalten. Wahrend der Muskel in den sehr ahnlich 
angestellten Versuchen von G. Embden und H. J. Deuticke’) 
zugesetzte Phosphoglycerinsiure quantitativ in H,PO, und Brenz- 
traubensiure iberfiihrte und erst bei Zusatz eines geeigneten 
Wasserstoffdonators Milchsiure bildete, dephosphoryliert die Leber 
unvollstiindiger, bildet titberhaupt keine mit Phenylhydrazin er- 
laBbare Menge Brenztraubensiiure, sondern in groBem Umfange 
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schon ohne speziellen Donatorzusatz Milchsiure*). Gegeniiber 
Glycerinphosphorsaure verhalten sich Leber und Muskel sehr 
abnlich, aber bei gleichzeitigem Zusatz beider Substanzen wieder 
verschieden: die Muskulatur bildet dann mehr anorganische H,P0, 
als in beiden Einzelansitzen zusammen unter gleichzeitiger Ab. 
nahme der Brenztraubensiiure und Zunahme der Milchsdiuremenge, 
im Leberbrei ist dagegen die H,PO,-Vermehrung und auch die 
Milchsaurebildung gegeniiber der Summe der in den Einzelansiitzen 
gefundenen gehemmt, und die Brenztraubensiure fehlt ginzlich, 

Dieses in weiteren Versuchen einwandfrei bestitigte unter- 
schiedliche Verhalten von Leber und Muskel beruht nicht darauf 
daB hier Normaltiere, in den Versuchen von Embden und 
Deuticke}) aber Adrenalin-vorbehandelte Hungertiere Verwen- 
dung fanden. Auch die Lebern solcher Adrenalin-vorbehandelter 
Hungertiere**) zeigten im wesentlichen das gleiche Verhalten wie 


die von Normaltieren. 
Versuch 2. 
(Protokoll-Nr. 6. 9.7. 35). 
Verhalten von Leberbrei gegeniiber Phosphoglycerinsiure 
und Glycerinphosphorsiure. 
Adrenalin-Hungerkaninchen. Jeder Ansatz enthilt 15 g Leberbrei in 
40cem Expositionsfliissigkeit. Exposition 90 Minuten bei 39—40°. 
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*) Ahnlich beobachtete H. Jost‘) an der Niere auf alleinigen Zusatz 
von Phosphoglycerinsiure eine betrichtliche Milchsiurebildung. 

**) Die Tiere hungerten 4—5 Tage und erhielten an den letzten drei 
Tagen vor dem Versuch, d.h. nicht am Versuchstag selbst, 0,8 mg Adre- 
nalin pro Kilogramm Kérpergewicht subcutan injiziert; dadurch war der 
Glykogengehalt der Leber von im Durchschnitt 5—6°/, bei unseren Normal: 
tieren auf 1—2°/, abgesunken. 











| wiihrend der Exposition 


Sauerstoffdurchleitung 
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Im Versuch 2 z. B., der im iibrigen genau wie Versuch 1 angestellt 
wurde, lieB sich ebenfalls keine Brenztraubensiure als Phenylhydrazon 


_ nachweisen; allerdings wurde hier die Phosphoglycerinsdure (B,) mit 40°/, 


des theoretisch Méglichen ungleich schlechter dephosphoryliert als im Ver- 
such 1. Die Milchsiure war auch hier ohne speziellen Donatorzusatz an- 


: gestiegen, jedoch bildeten sich nur 46°/, der bei der H,PO,-Vermehrung 


miglichen Milchsiuremenge gegeniiber 90°/, im Versuch 1. Aerobiose 
wihrend der Expositionszeit (B,) zeigte keinen Einflu8 auf die Phosphat- 


| abspaltung aus Phosphoglycerinsiure, fiihrte aber zu einer geringfigigen 


Milchsiureabnahme. Glycerinphosphorsiiure (B,) wurde hier in etwa gleichem 
Umfange wie im Leberbrei von Normaltieren, zu 15°/, gespalten, und bei 


| Zusatz beider Substanzen gleichzeitig (B,) war trotz einer geringfiigigen 
' Vermehrung der anorganischen H,PO, um 2,6 mg die Milchsidurebildung 
| gegentiber der Summe der Einzelansitze (B, + B,) wieder gehemmt. 


Versuch 3. 
(Protokoll-Nr. 19. 30. 7. 36.) e 


Verhalten von Leber- und Muskelbrei gegeniiber Phosphoglycerinsiure 
und Glycerinphosphorsiure. 


Adrenalin-Hungerkaninchen. Jeder Ansatz enthilt 15 g Leber- bzw. Muskel- 
| brei (von der Hinterschenkelmuskulatur) in 30 ccm Expositionsfliissigkeit. 


Exposition 90 Minuten bei 39—40°. 





| 
| 
| 
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Anorg. H,PO, | 19,4 71,4 134,8 


i 





157,9 




















80,6 
Leber- Milchsiure. . 5,3 8,4 22,2 11,1 12,6 
brei Brenztrauben- ee itd *) — pec 
siure 
, Anorg. H,PO, | 72,0 | 88,6 | 232,7 1168 | 281,2 
Muskel- Milchsiure. . 34,3 37, 43,0 46,0 64,0 
| brei Brenztrauben- “ _ 97.4 — 93,7 
siure 


*) Nach 3 Stunden waren vereinzelte Krystalle erschienen, deren 
Menge auch bei lingerer Aufbewahrung im Eisschrank nicht zunahm 


_ und die mikroskopisch dem Brenztraubensiiure-Phenylhydrazon sehr dhn- 
| lich sahen. 
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Versuch 8 bestiitigt das unterschiedliche Verhalten von Leber und 
Muskulatur. Hier haben Leber und Hinterschenkelmuskulatur von Adrenalin. 
vorbehandelten Hungertieren unter gleichen Bedingungen auf die beiden 
3-Kohlenstoff-Phosphorsiureverbindungen eingewirkt; die Fallung und Auf. 
arbeitung der Ansiitze erfolgte ebenfalls in véllig gleicher Weise. Der 
Leberbrei spaltete Phosphoglycerinsiure (B,) zu 42°/,, bildete dabei in 
diesem Versuch auffallend wenig Milchsiure und keine mit Phenylhydrazin 
quantitativ erfaBbare Brenztraubensiiure (vgl. Anmerkung bei der Tabelle), 
Vom Muskelbrei wurde dagegen in Bestiitigung der friiheren Versuche von 
G.Embden und H. J. Deuticke’) die Phosphoglycerinsiure zu 95°/,, d. h. 
praktisch vollstindig gespalten, und 76°/, der theoretisch méglichen Brenz. 
traubenséiure wurden als Phenylhydrazon isoliert bei geringem Milchsiiure. 
anstieg. Wiihrend die Glycerinphosphorsiure (B,) von der Leber in diesem 
Versuch in sehr geringem, vom Muskel in normalem Umfange dephosphory. 
liert wurde, spaltete bei gleichzeitigem Phosphoglycerinsiure- und Glycerin. 
phosphorsiurezusatz (B,) die Muskulatur, wie schon friiher beobachtet, 
merklich mehr Phosphorsiiure ab, als der Summe der Phosphatvermehrung 
in den Einzelansiitzen entsprach, und bildete mehr Milchsiiure auf Kosten yon 
Brenztraubensiure. Im Leberbrei war in dem entsprechenden B,-Ansatz 
aber die Milchsiurebildung wie in den beiden voranstehenden Versuchen 
gehemmt, obgleich die Phosphorsiurezunahme diesmal die Summe der Phos- 
phatvermehrung in den Einzelansiitzen tibertraf, an sich also die Be. 
dingungen fiir einen Milchsiureanstieg gegeben waren. Brenztraubensiiure 
war auch hier im Leberbrei als Phenylhydrazon nicht nachweisbar. 


Somit hatten diese Versuche klargestellt, daB auch in der 
Leber eines Adrenalin-vorbehandelten Hungertieres Phospho- 
glycerinsdure zwar angegriffen wird, daB sich aber Leber und 
quergestreifte Muskulatur dabei tatsiichlich verschieden verhalten. 
Sie zeigten ferner, da8 die Adrenalin-Hunger-Vorbehandlung die 
Leber im Gegensatz zur Muskulatur in ihrer Fihigkeit, Phospho- 
glycerinsiure zu dephosphorylieren und vor allem sie in Milch- 
siure iiberzufiihren, schwer schadigt. Dies ist gut mit einer 
Beobachtung von Rosenthal?’) in Einklang zu bringen, dab 
nimlich in der Leber von Hungertieren die Milchsiurebildungs- 
fahigkeit gegeniiber der Norm behindert ist. Ob freilich die im 
Leberbrei der Normaltiere auf Phosphoglycerinsiurezusatz 50 
reichlich entstandene Milchsiure zu ihrem vollen Betrage der 
zugesetzten Phosphoglycerinsiure entstammte, ob Phospho- 
glycerinsiure nicht die Milchsaiurebildung aus Leber-eigenem 
Kohlenhydrat begiinstigt, ist Gegenstand weiterer Untersuchungen. 

Fir die Frage, inwieweit Phosphoglycerinsaiure auch fiir die 
Leber ein wichtiges Intermediirprodukt im Kohlenhydratstofi- 
wechsel darstellt, war entscheidend, ob die Leber unter den 
gleichen Bedingungen wie der Muskel Phosphoglycerinsaure 2 
bilden vermag. Nach Embden und Deuticke?) entsteht im 
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: NaF-vergifteten Muskelbrei aus zugesetztem Glykogen, noch mehr 


aber aus Hexosediphosphat Phosphoglycerinsiure, die sich durch 
ihre schwere Saéurehydrolysierbarkeit vor dem Hexosediphosphat 
auszeichnet. Wenn es auch nicht statthaft ist, die von K. Loh- 
mann}§) fiir die Muskulatur angegebene Methode, aus Hydrolysen- 
kurven von Muskelfiltraten die Anwesenheit und die Menge be- 
stimmter organischer Phosphorsiureverbindungen zu erschlieBen, 


auf andere Organe, deren P-Verbindungen noch nicht so weit- 


gehend bekannt sind, zu tibertragen, so war immerhin mit dieser 


| Methode die Entscheidung dariiber méglich, ob die Leber ebenso 


wie der Muskel die leicht hydrolysierbare Hexosediphosphorsiure 


} in einen schwer hydrolysierbaren Ester umwandelt. 


Versuch 4. 
(Protokoll-Nr. 26. 22. 9. 37.) 


Verhalten der Phosphorsiure und Milchsiiure im Fluorid-vergifteten 
und mit Hexosediphosphat versetzten Leberbrei. 


_ Normale, nicht vorbehandelte Kaninchen. Jeder Ansatz enthilt 10 g Leber- 
| brei, der in 30 ccm Expositionsfliissigkeit (m/16,5-Natriumfluorid — 3 °/, Na- 
j bic.-Lésung) 30 Minuten bei 20° vorexponiert wird. Dann erfolgen die 


Zusiitze, anschlieBend Exposition 120 Minuten bei 20°. 











A B B Bs B 
‘ 4 Kontrolle ; 
Nach 30 Min. Exposition in m/16,5-NaF-3°/, Na-bic. b. 20° 
Im Zusatz von 5 ccm 
Zusatz : 
gansen Zu von Zusatz von I hi Se ll 
Ansatz Ver- 5 eem 5 eem H.O enthaltend 100 mg 
H.0 2 org. u. 15,7 mg 
| sind | suchs- 2 anorg. H,PO, 
| enthalten| beginn Exposition 120 Min. bei 20° 
slit Nach der Schenck- 
faillung Zusatz von 
Hexosediphosphat 
wie in B, 
Ci eeiD ee koe © - ae - san 
HPO, 9,9 11,8 17,9 39,2 e = 
Mileh- es 2 = 217 
pons 165 | 183 | 185 18,9 21,5 

















Das ist, wie Versuch 4 zeigt, nur in ganz geringem Umfang 
der Fall. Die Hydrolysenkurve II verliuft nur bei langerer 


| Hydrolyse um ein geringes flacher als Kurve I (Kontrolle), der 


Steilanstieg im Anfang zeigt, daB die Hexosediphosphorsaure als 
leicht spaltbarer Ester noch in groBen Mengen vorhanden ist, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 16 
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a 


wahrend die Muskulatur derselben Tiere, wie der sehr flache 
Verlauf der Kurve III zeigt, aus dem in gleicher Weise zu. 
gesetzten Hexosediphosphat einen schwer hydrolysierbaren Ester 
gebildet hatte. Der Versuch zeigt ferner, dab, wie schon J,§ 
L. Browne und Rhoda Grant?**) beobachteten, Fluorid die 
spontane Milchsiurebildung im Leberbrei hemmt (vgl. B, mit B, 
und B,), daB dagegen aus Hexosediphosphat im Leberbrei noch 
nach 30 Minuten Fluorid-Einwirkung Milchsiure gebildet wird (B, 





_— 


Hydrolysenkurven. (Versuch 4.) 


Hydrolysenkurve I (.———--). 
Ansatz B,;: Leberbrei mit NaF exponiert uni 
nach der Schenckfallung mit Hexosediphosphat 

versetzt (Kontrolle). 
Ges. lisl. H,PO, in °/, der Leber 1,69 °/,. 


Hydrolysenkurve II (x—-—-x). 
Ansatz B,: Leberbrei mit NaF und Hexose- 
diphosphat versetzt. 

Ges. lésl. H,PO, in °/, der Leber 1,71 °/,. 


Hydrolysenkurve III (©—--©). 
Muskelbrei derselben Tiere; wie in B, mit Naf 
und Hexosediphosphat versetzt. 
Ges. lésl. H,;PO, in °/, der Muskulatur 1,90 °),. 














es 
I0° 780° 
Hydrolysenzeit in Minuten 


und das anorganische Phosphat bei der von uns gewahlten Fluorid- 
konzentration in den Fluoridansitzen ohne und mit Hexose- 
diphosphat-Zusatz ansteigt. 

Trotzdem schrinkt Fluorid nicht nur die spontane Milch- 
siurebildung, sondern auch die aus Hexosediphosphat und Glykogen 
erfolgende ebenso wie die spontane und nach Hexosediphosphat- 
zusatz einsetzende Phosphatvermehrung im Leberbrei ein, ohne 
vollkommen zu hemmen, wie Versuch 5 zeigt, in dem Fluorid- 
vergifteter und unvergifteter Leberbrei miteinander verglichet 
wurden. Ebenso lieB sich auch in anderen, hier nicht verdfient- 
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flache ‘ Versuch 5. 
e a. (Protokoll-Nr. 3. 238. 5. 35.) 


Kster : Verhalten der Phosphorsiure und Milchsiure im Fluorid-vergifteten 

. J,§ & wd unvergifteten Leberbrei nach Glykogen- und Hexosediphosphatzusatz. 
d die q Adrenalin-Hungerkaninchen. 

nit B, 3 Fluorid-vergiftete Reihe. Je 10 g¢ Leberbrei werden in 30 cem 


| Expositionsfliissigkeit, enthaltend m/16,5-NaF und 3°/, Na-bic., 30 Minuten 









































yaw ° 
d ms bei 20° vorexponiert, dann mit den entsprechenden Zusiitzen versehen und 
Pd | 4 90 Minuten bei 39—40° exponiert. 

Unvergiftete Reihe. Je 10g Leberbrei werden in 30 ecm Expo- 
sitionsfliissigkeit, enthaltend 3 °/, Na-bic., 30 Minuten bei 20° vorexponiert, 
mit den entsprechenden Zusitzen versehen und 90 Minuten bei 39—40° 
exponiert. 

Zu Versuchsbeginn sind im { Anorg. H,PO,. . . 10,9 mg 
ganzen Ansatz enthalten | Milchsiiure .... 11,9 mg 
) B | B | B, B, 
) Im Nach Vorexposition 
- : ganzen iain 
hosphat count Zusatz ees dich 6 re Zusatz von 6 cem 
: von phosphat, | Giykogenlésun 
oh sind 6 com | cBthaltend 150 mg yin art d 8» 
‘). : enthalten org. u. 13,7 mg 150me Glvk 
- a HO | ‘anorg. HPO, mg Glykogen 
™ Exposition 90 Min. bei 39—40° 
)). Ke Anorg. 
nit NaF 7 4 say H,P0O, 13,0 27,7 52,2 30,0 
;  gittete : 
» Leber Milch- = 9 
1,90 %,. ' proceed 9,1 16,7 12,4 
| Anorg. } 17,6 30,9 98,6 35,4 
Normale H,PO, 
Leber Milch- ‘ or 
: | 12,9 15,8 27,1 25,8 
| lichten Versuchen die nach Phosphoglycerinsiurezusatz ein- 
iorid- F tretende Phosphatvermehrung durch vorherige Fluoridvergiftung 
xose- J des Leberbreis weitgehend unterdriicken. In diesem Verhalten 
_ kénnen wir zwar einen gewissen Hinweis darauf sehen, daB das 
filch-  luorid wie im Muskel, so auch in der Leber in die Intermediir- 
kogen J vorgiinge beim Kohlenhydratabbau hemmend eingreift. Aber der 
phat-  Verlauf der Hydrolysenkurven lief in keinem der iibrigen, auch 
ohne # bei anderer Fluorid-Konzentration angestellten Versuche mit 
orid- J groBerer Sicherheit als im Versuch 4 auf die Umwandlung von 
ichet [§ Hexosediphosphat in einen schwer spaltbaren Ester schliefen, 


ffent- JF und Versuche, eine Zunahme yon Hexosemono- und Hexose- 
16* 
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diphosphat in einem mit Fluorid und Glykogen exponiertey 
Leberbrei mittels der von G. Embden und H. Jost?) bzw. einer 
von H. J. Deuticke und 8. Hollmann ausgearbeiteten Methode 
nachzuweisen, verliefen erfolglos. 

Fiir die Stellung der Phosphoglycerinsiure als mégliches 
Intermediirprodukt im Kohlenhydratstoffwechsel der Leber sprach 
bisher also vornehmlich ihre leichte Angreifbarkeit. Aber es isi 
schon hervorgehoben worden, daB sich Leber und Muskulatu 
gegeniiber Phosphoglycerinsiiure zwar nicht prinzipiell, aber im 
einzelnen verschieden verhalten. Diese Unterschiede bleiben auch 
bei Variation der Versuchsbedingungen bestehen. 


Versuch 6. 
(Protokoll-Nr. 16. 22. 6. 36.) 
Einflu8 verschiedener Temperaturen 
auf den Phosphorsiure- und Milchsiuregehalt des mit Phosphoglycerinsiiure 
und Glycerinphosphorsiure versetzten Leberbreis. 
Normale, nicht vorbehandelte Kaninchen. Jeder Ansatz enthilt 4 g¢ Leber. 


brei in 16 cem Expositionsfliissigkeit. Exposition 90 Minuten bei den an. 
gegebenen Temperaturen. 


Zu Versuchsbeginn sind . Anorg. H,PO, . . . 4,4 mg 











ganzen Ansatz enthalten Milchsiure. . . . . 4,1 mg 

B, B, B, B, 

bp &D Sos Sc 
2 S HEC] S ges jG BF 
gs > 2 ae > = ae > = = a 
r a com m oo - s7 
Tem 23 ,|/iseem|S se em|83:- 
peratur | Im ganzen Ansatz | .2 7 aS el 2S8Su) 285 - 
e o_ OO “—. fon.) 
wiihrend sind enthalten 2x2 IN&S 3 5 IN a9 EIN-E os 
S] . ‘ SNS 7 f= mM Oo nN « 
der Expo- in mg ee ® Dos 5S98 Sos 
oe ie) “4 a é oo- ap = a &O = Late P 
oon 2-88 /)288g|28 88 o] 3 bes 
— 4 = ew} -_ O wm 3 

Q oo a Mania Sa ofss § 
7 x2 WS VTS) Hoo | HHS SF 

ix] os ar . = 

=z {As FIA eZ Flas 

10° Anorg. H,PO, . 8,1 9,8 8,7 11,6 

Milchsiiure. . . 3,8 0,0 3,9 dD 

20° Anorg. H,PO, . 7,1 13,9 11,0 19,3 

‘7 Milchsiiure. . . 4,6 7,0 3,2 6,5 

300 Anorg. H,PO, . 9,5 23,6 16,6 28,3 

, Milchsiiure. . . 5,8 9,0 5,9 8,4 

ine Anorg. H,PO, 11,9 38,2 20,6 87,8 

Milchsiure . 7,0 13,8 7,2 12,5 

















So zeigt z. B. Versuch 6 den EinfluB steigender Temperatur auf dic 
Phosphorsiiure- und Milchsiurebildung. Die Steigerung der Dephosphory 
lierung bei Temperaturerhéhung war bei der Phosphoglycerinsiiure (B, 
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: zwischen 30 und 40° noch sehr erheblich, bei der Glycerinphosphorsiure 


nur noch geringfiigig, und nach Zusatz beider Substanzen gleichzeitig (B,) 
war die Phosphatzunahme bei 10 und 20° héher, bei 30 und 40° niedriger 


' als in B, und B, zusammen, wihrend die Milchsdurebildung bei 20—40° 
' in simtlichen B,-Ansitzen wieder deutlich gehemmt war. Brenztraubensiure 
' jie8 sich in keinem der Ansiitze nachweisen. 


Um zu kliren, ob die Menge der zugesetzten organischen Phosphor- 


; siureverbindungen oder deren Abbauprodukte zu einer iibergroBen Be- 


lastung oder Schidigung der am Abbau beteiligten Leberfermente fiihren 
und dadurch die Unterschiede zwischen Leber und Muskulatur hervor- 
rufen konnte, wurde in einem weiteren Versuch, Versuch 7, eine Reihe 
von Ansitzen wie bisher sofort mit der Gesamtmenge Substrat versetzt 
(Reihe A) eine zweite Reihe (Reihe B) fraktioniert in drei Portionen, und 
zwar so, daB am Schlu8 den entsprechenden Ansiitzen beider Reihen die 
eleichen Substratmengen im gleichen Volumen beigegeben waren. 


- 


Versuch 7. 

(Protokoll-Nr. 7. 17. 7. 35.) 
LinfluB verschiedenartigen Zusatzes von Phosphoglycerinsiure und Glycerin- 
phosphorsiiure auf die Phosphorsdure- und Milchsiurebildung im Leberbrei. 


In der A-Reihe der Ansitze wurde sofort zu Versuchsbeginn die Gesamt- 
menge der betreffenden Substanz, in der B-Reihe */, Substrat sofort, das 
zweite Drittel nach 30 Min. und das letzte Drittel nach 60 Min. zugesetzt. 


Normale, nicht vorbehandelte Kaninchen. Jeder Ansatz enthilt 10 g Leber 
brei in 830eem Expositionsfliissigkeit. Exposition 90 Min. bei 39—40°. 





Zu Versuchsbeginn sind im { Anorg. H,PO,. . . 13,9 mg 
anzen Ansatz enthalten Milchsiiure .... 17,8 mg 
b] fa) 
? 
B, B, B, B, 
wm [Ses SaPslsisé 
a & POoSMIi res SAIr ate 
ao. |S2eulasgen|sie - 
: ~~ eer now —~ 5 ° 
Im ganzen Ansatz 2” 2/1285 5] 3 5 S| 22s 
sind enthalten Se SsING SC SIN ae S/N cam 
a, N oO | ty «6 S OR = 
in mg 3 Sm>SalSoRgatTsood 
RAS) sms =e 2 Ee « 
@ |B os MIS Sa Wl Fw ee 
S55 go k “SS SEs 
oa Nn : oo ee) - 
& DP wm2E S| MS Sar] HOS 
Zz, ° n 2 = m by Ra DM 5 A 
il ar Cee  ee 
\-Reihe!| Anorg. HsPO, . 31,3 97,0 47,8 81,8 
|} Milchsiure. . . 12,6 32,6 12,3 21,5 
B-Reihe J Anorg. H,PO, . 31,3 57,9 40,6 67,3 
~~, Milehsiure. . . 12,6 25,3 11,5 19,6 

















Wie man sieht, wird die Phosphoglycerinsiure (B,) bei 1maligem 


4usatz ungleich stirker dephosphoryliert als bei fraktioniertem Zusatz 
(66°/, gegentiber 26°/, der theoretisch méglichen Menge); dabei ist aber die 
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Milchsiurebildung im Ansatz der B-Reihe absolut zwar geringer, relatiy 
aber gréBer, da bei Zugrundelegung der Phosphatabspaltung rechnerisch 
in der B-Reihe der organische Teil des Molekiils zu 53°/,, in der A-Reihe 
dagegen nur zu 33°/, in Milchsdure iibergegangen ist. Bei der Glycerin. 
phosphorsiiure (B,) liegen die Verhiiltnisse beziiglich der Phosphatabspaltung 
iihnlich wie bei der Phosphoglycerinsiure, nimlich geringere Spaltung bei 
fraktioniertem Zusatz, die Milchsiurebildung bleibt in beiden Reihen gegen. 
iiber der Kontrolle praktisch unbeeinfluBt. Bei gleichzeitigem Zusatz 
beider Substanzen (B,) ist in der A-Reihe die Phosphorsiure- und Milch. 
siiurezunahme wieder gegeniiber dem Anstieg in den betreffenden Einzel- 
ansitzen stark gehemmt; in der B-Reihe ist aber die Phosphatabspaltung 
gleich der Summe der in den Einzelansiitzen festgestellten Phosphat. 
vermehrung und auch die Milchsiiurebildung relativ weniger eingeschriinkt. 
Brenztraubensiure—Phenylhydrazon war in keinem Ansatz nachweisbar. 


Versuch 8. 
(Protokoll-Nr. 20. 15. 9. 36.) 

1. Einflu8 verschiedener Expositionszeiten auf die Phosphorsiiure- und Milch- 
siiurebildung in dem mit Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiiure 
versetzten Leberbrei. 

2. Einwirkung von Leberbrei, der zunichst 45 Min. bei 20° aufbewahrt war, 
auf die gleichen Substanzen. 


Normale, nicht vorbehandelte Kaninchen. Jeder Ansatz enthilt 4g Leberbrei 
in 16 ccm Expositionsfliissigkeit. Exposition bei 39—40°. 
Zu Versuchsbeginn sind im Anorg. H,PO, . . . 5,1 mg 








ganzen Ansatz enthalten Milchsiure . 2,2 mg 

— B, B, B, B, 

bb eo Melaocwmwlade 
r=] SHSOISCSBF&O1lS aS. 
aa a cl bene fete 
Exposi- a3,)/82¢85/28 65) 8 8G: 
xposi- 1 Im ganzen Ansatz | .¢ 7 £ ath 5° b @ & 5 ; 
- : = 9 = . aa 
— sind enthalten 25g |N a3 5) S03 SIN eS. : 
dauer | ""inmg =| BSS [she 5/5 288| 5 5 82 
in Min. Ae 1a 2S wl & Ba wl e mud 
a 2 Paes 8s & "oe? 
3 om ~) ot] Sad fa D2 
Ast | PS ES| PS oot) BES, 

—] 2 . ae 2 = eo s a 

a Q Ss a wor s1iQ= t& 

es ae a ln. 

sae Anorg. H,PO, . 8,1 14,5 11,2 18,8 

Milchsiure. . . 2,8 4,8 2,2 4,4 

™" Anorg. H,PO, . 8,7 21,1 12,8 23,0 

Milchsiure. . . 2,6 2,5 3, 5,0 

60 Anorg. H,PO, . 10,0 26,0 16,5 29,3 

Milchsiure. . . 2,5 4,2 2,3 5, 

90 Anorg. H,PO, . 11,8 34,4 19,5 32,0 

, Milchsiure. . . 3,5 8,3 3,0 6,8 

eberbrei, 45 Min. bei 20° aufbewahrt. 
Leberbrei, 45 Min. bei 20° aufbewahrt 
‘is Anorg. H,PO, . “oo 31,8 19,0 35,¢ 
Milchsiiure. . . — 6,9 5 Fe 7,0 
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In einem weiteren Versuch schlieBlich wurde bei konstantem Substrat- 


: zusatz die Expositionszeit variiert (Versuch 8). Dabei zeigte sich in einem 
' gewissen, vorerst noch nicht geklirten Gegensatz zum voranstehenden 
4 Versuch 7, daB noch nach 1 Stunde Exposition die Dephosphorylierung von 
4q Phosphoglycerinaiure (B,) und Glycerinphosphorsiure (B,) kontinuierlich 
' fortschreitet, daB sie aber bei gleichzeitigem Zusatz der beiden Substanzen 
| dann schon merklich nachléBt. Nur nach der kurzen Expositionszeit von 


15 Minuten wurde die gesamte Phosphatzunahme in B,+8, durch die im 


' Ansatz B, festgestellte iibertroffen. Die Milchsidurebildung, die in diesem 
' Versuch ungewéhnlich niedrig blieb, ist, bezogen auf die Phosphat- 
' abspaltung, bei kurzer Expositionszeit relativ gréBer, bei Glycerinphosphor- 
' siurezusatz gegeniiber den Kontrollansiitzen vdllig, in den B,-Ansiitzen 
- teilweise gehemmt. Brenztraubensiiure-Phenylhydrazon war in keinem 


Ansatz nachweisbar. Der zweite Teil dieses Versuches 8 schlieBlich 


' zeigte uns, wiederum in einem gewissen Gegensatz zum Versuch 7, daB ein 


45 Minuten bei 20° in feuchter Kammer aufbewahrter Leberbrei gegeniiber 
dem lebensfrischen Leberbrei in seiner Fihigkeit, die hier untersuchten 
H,PO,-Verbindungen anzugreifen, kaum beeintriichtigt war. 

Die drei letzten Versuche bestatigen also im wesentlichen 


auch unter varilerten Versuchsbedingungen das verschiedene Ver- 


: halten von Leber und Muskulatur gegeniiber Phosphoglycerin- 


siure und Glycerinphosphorsiure, besonders beziiglich des Auf- 
tretens von Brenztraubensdure. Sie zeigen ferner die verschiedene 
Empfindlichkeit und BeeinfluBbarkeit von Teilphasen des fermen- 
tativen Phosphoglycerinsiure-Umsatzes in der Leber, niamlich 
der Phosphorsiure-Abspaltung einerseits, der Milchsaurebildung 
andererseits, worin vielleicht ein Hinweis darauf liegt, daB die 
Phosphoglycerinsiure in der Leber auBer zu Milchsiure auch auf 
anderem Wege unter Dephosphorylierung abgebaut werden kann. 

Fiir die Frage, inwieweit die Phosphoglycerinsaéure in der 
Leber bei dem Umsatz von Kohlenhydrat in Miulchsiure die 
gleiche Stellung einnimmt wie im Muskel, war, unabhingig von 
der spiter zu erérternden Frage, ob die Milchsiure ein obligates 
Intermediirprodukt beim Kohlenhydratabbau in der Leber ist, 
die Geschwindigkeit maBgebend, mit der im Leberbrei aus Phospho- 
glycerinsiure einerseits, Hexosediphosphat und Glykogen anderer- 
seits, Milchsiure entsteht. Versuch 9 zeigt, daB der Leberbrei 
eines Adrenalin-Hungertieres aus Phosphoglycerinsaiure (B,) am 
stiirksten, aus Hexosediphosphat (B,) weniger gut und aus Gly- 
kogen (B,) in diesem Versuch praktisch gar keine Milchsiure 
hildete, und daB bei gleichzeitigem Zusatz von Phosphoglycerin- 


*) Anmerkung: Daf an sich unter den hier gewihlten Versuchs- 
bedingungen die Leber aus Glykogen Milchsiiure zu bilden vermag, wurde 
vorher in einem Versuch festgestellt, in dem 4 g Leberbrei eines normalen 
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Versuch 9. 
(Protokoll-Nr. 17. 9. 7. 36.) 


Verhalten der Phosphorsiure und Milchsiéiure im Leberbrei 
nach Zusatz von Glykogen, Hexosediphosphat, Phosphoglycerinsiure 
und Glycerinphosphorsiure. 


Adrenalin-Hungerkaninchen, Jeder Ansatz enthilt 4g Leberbrei in 16 ccm 
Expositionsfliissigkeit. Exposition 90 Min. bei 39—40°. 





| 
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siure und Glycerinphosphorsiure (B,) die Milchsiurezunahme zwar 
wieder beeintrichtigt, aber der im Hexosediphosphatansatz ge- 
fundenen etwa gleich war. Die Dephosphorylierung des Hexose- 
diphosphats erfolgte dabei zu 30°/,, die der Phosphoglycerinsiiure 
zu 40°/,. Die Phosphoglycerinsiure war also von den untersuchter 
Substanzen der beste Milchsiurebildner. Da andererseits Brenz- 
traubensiure von der Leber auch unter unseren Versuchsbedin- 
gungen (Versuch 10) schon ohne speziellen Donator (B,), bei 
gleichzeitigem Glycerinphosphorsaurezusatz (B,) um ein geringes 
stirker zu Milchsiure hydriert wird, kann die Phospho- 
glycerinsaure an sich beim Kohlenhydratabbau in der 
Leber die gleiche Stellung wie im Muskel einnehmen. 





Kaninchens bei verschiedenem py mit 40 mg Glykogen exponiert wurden; 
die Milchsiurebildung war im Na bic.-Ansatz bei p, 8,1 mit einer Milch- 
siurezunahme von 4mg am stirksten, absolut nicht sehr groB. In allen 
unseren Versuchen konnten wir das geringe Milchsiurebildungsvermégen 
der Leber nach Glykogenzusatz, auf das schon viele Autoren [F. Rosen- 
thal'), W.W. Simpson u. J. J.Macleod*), J.8. L. Browneu. R.Grant”’, 
W. Haarmann”™)] hinwiesen, bestiitigen, besonders gering war es stets bei 
den Adrenalin-Hungertieren. 
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d.b. iber Brenztraubensaure in Milchsiure iibergehen. 
Schwierig ist hiermit nur das in den bisherigen Versuchen stets 
heobachtete Fehlen eines Brenztraubensiiure- bzw. Milchsiure- 
Aquivalents zu vereinen. Aber Versuch 10 gibt zugleich eine 
Erklarung hierfiir; von der zugesetzten Brenztraubensiiure war 
im Ansatz B, nach der Exposition der weitaus iiberwiegende 
Anteil weder als Brenztraubensiure noch als Milchsaure nach- 
weisbar, und im Ansatz B, war durch gleichzeitigen Glycerin- 
phosphorsaure-Zusatz sogar die gesamte Brenztraubensiiure ohne 
entsprechende Milchsaurebildung verschwunden. 


Versuch 10. 
(Protokoll-Nr. 12. 22. 4. 36.) 
Verhalten der Phosphorsiiure, Milchséure und Brenztraubensiiure bei Kin 
wirken von Leberbrei auf Brenztraubensiiure und Glycerinphosphorsiiure. 


Normale, nicht vorbehandelte Kaninchen. Jeder Ansatz enthiilt 4 g Leberbrei 
in 16 ecem Expositionsfliissigkeit. Exposition 90 Min. bei 39—-40°. 
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Hiernach bestand die Méglichkeit, daB auch in der Leber 
die Phosphoglycerinsiure zwar in Brenztraubensaéure iibergeht, 
diese aber so rasch ohne Milchsaurebildung verschwindet, daB in 
den bisherigen Versuchen vielleicht vorhandene geringe Brenz- 
traubensiuremengen nicht erfaBt waren. Infolgedessen wurde in 
einer Reihe von Versuchen die Brenztraubensiiure mit der sehr 
viel empfindlicheren Methode von Case!) bestimmt, die allerdings, 
abgesehen von gelegentlichen methodischen MiBhelligkeiten, den 
Nachteil hat, daB dabei zumindest Glucuron- und Lavulinsiure, 
in unseren Leberbreiversuchen vielleicht auch noch andere Sub- 
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stanzen als Brenztraubensiiure mitbestimmt wurden. Man durfte 
demnach eher zu hohe als zu niedrige Werte erwarten. 

In den unter Verwendung dieser Methode durchgefiihrten 
Versuchen 11 und 12 zeigt sich nun, da tatsiachlich nach 
Zusatz von Phosphoglycerinsaure (B,) auch im Leberbrei geringe 
Mengen von Brenztraubensiure nachweisbar werden. Nach Abzug 
der in den Kontrollansitzen (B,) gefundenen Werte, die mig- 
licherweise nicht von Brenztraubensadure allein herrihren, sind 
im Versuch 11 an Normaltieren bei Dephosphorylierung der zu- 
gesetzten Phosphoglycerinsiure zu 74°/, immerhin 16°/, der nach 
der Phosphatabspaltung méglichen Brenztraubensiure und 70°). 
d. h. auBerordentlich viel der méglichen Milchsiure gebildet worden. 
Diese einigermaBen ausgeglichene Bilanz findet sich nicht im 
Ansatz B, von Versuch 12 an Adrenalin-Hungertieren. Hier blieben 
68°/, der abgespaltenen Phosphorsiure ohne Brenztraubensiiure- 
und Milchsiiure-Aquivalent, da Brenztraubensiiure zwar in etwas 
gleichem Umfang wie in Versuch 11, Milchsiure dagegen nur zu 
19°/, der méglichen Menge vorhanden war. Gegeniiber Glycerin- 
phosphorsiure (B,) und bei gleichzeitigem Zusatz beider Sub- 
stanzen (B,) verhilt sich die Leber wieder wie in den voranstehenden 
Versuchen; die geringe Brenztraubensaurebildung im B,-Ansatz — 
im Versuch 11 wurde sie nicht bestimmt — konnte in weiteren 
Versuchen bestitigt werden, wobei zunichst offen bleiben mub. 
ob es sich hier wirklich um Brenztraubensiure handelte. 

Ferner bestitigen diese Versuche, daB zugesetzte Brenztrauben- 
siiure (B,) in groBem Umfang in der Bilanz verschwindet. Im 
Versuch 11 wurden 42°/, der zugesetzten Brenztraubensiure als 
solche und 30°/, als Milchsiure wiedergefunden, die Milchsiure- 
bildung war hier merklich geringer als im Ansatz B,, 28°/, der 
Brenztraubensaure waren verschwunden und im Versuch 12 fehlten 
26°/, in der Bilanz, auch wurde hier die Brenztraubensiure wie 
immer bei Adrenalin-Hungertieren sehr viel weniger gut in Milch- 
siure umgesetzt. Bei gleichzeitigem Zusatz von Glycerinphosphor- 
siure (B,) entsteht in der Brenztraubensiure-Bilanz ein noch 
gréBeres Defizit von 47°/, (Vers. 11) und 49°/, (Vers. 12), ohne 
da8 der Milchsiuregehalt sich andert. Dabei blieb die Phosphor- 
siure in den B,- und B,-Ansatzen im Vergleich zu B, und B, 
praktisch unveraindert, und die Brauchbarkeit der Methode zeigt 
Ansatz B, in Versuch 11, in dem 95°/, der zugesetzten Brenz- 
traubensiure, nach Abzug des in B, festgestellten Wertes, wieder- 
gefunden wurden. 





Versuche 11 und 12. 
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Nach diesem Ergebnis kann also Phosphoglycerinsaure in 
der Leber ebenfalls zu Brenztraubenséiure abgebaut werden*), und 
das bisherige Nichtgelingen des Nachweises von Brenztrauben- 
siure als Spaltprodukt der Phosphoglycerinsiure beruhte wahr- 
scheinlich darauf, da8 Brenztraubensiiure in der Leber, im Gegen- 
satz zu ihrem Verhalten im Muskel, nur in so geringem Umfang 
als solche liegen bleibt, daB sie als Phenylhydrazon nicht 
erfaBt wurde. Bei unserer nicht streng anaeroben Versuchsanord- 
nung kann sie durch Endoxydation zu CO, und H,O verschwinden; 
denn schon Meyerhof, Lohmann und Meier”) hatten nach 
Brenztraubensiurezusatz bei Leberschnitten einen Sauerstoffmehr- 
verbrauch nachgewiesen, den Khouvine, Aubel und Chevil- 
lard?®) bestitigten. Aber aus Versuchen von Aubel?’) sowie 
Aubel, Khouvine und Arragon*), in denen Leberbrei au: 
zugesetzter Brenztraubensiiure nicht nur unter aeroben, sondern 
auch unter anaeroben Bedingungen Milchsiure und CO, bildete, 
ergab sich, daB Brenztraubenséure auBer durch Hydrierung zu 
Milchsiure auch anaerob auf anderem Wege in der Leber ver- 
schwinden kann. Dies konnten wir in einigen Versuchen bestitigen. 
in denen wir, um den oxydativen Abbau der Brenztraubensiiure 
hintanzuhalten und die Brenztraubenséurequote nach Phospho- 
glycerinsiure- oder Brenztraubensiurezusatz in der Bilanz méglichst 
zu steigern, den Leberbrei mit KCN vorvergifteten. Auch dann 
war die Bilanz nicht ausgeglichen, wie Versuch 13 zeigt. 


Die zugesetzte Phosphoglycerinsiure (B,) war hier zu 34°/, gespalten, 
iihnlich wie in den iibrigen Versuchen an Adrenalin-Hungerkaninchen, die 
Milchsiurebildung von 3 mg**) wurde im Gegensatz zu den bisherigen 
Versuchen zwar durch den verhiltnismibig starken Brenztraubensiureanstieg 
von 5,3 mg erheblich tibertroffen, aber berechnet auf das abgepaltene Phosphat 
deckt die Brenztraubensiiure 44°/,, die Milchsiure 19°/, des organischen 
Restes in der Bilanz, 37°/, der abgespaltenen H,PO, bleiben trotz der 


*) DaB es sich wirklich um eine Brenztraubensiiurebildung hier handelt, 
wurde in einem Versuch bewiesen, in dem gréBere Mengen Leberbrei mit 
einer entsprechend gréBeren Phosphoglycerinsiiuremenge unter den gleichen 
Bedingungen wie bisher exponiert wurden. Aus dem neutralisierten und 
im Vakuum eingeengten Schenckfiltrat lieB sich nach Phenylhydrazinzusatz 
bei mineralsaurer Reaktion das Phenylhydrazon der Brenztraubensiiure 
isolieren und nach Umkrystallisieren als solches identifizieren. 

**) Dabei ist zu beriicksichtigen, daB die Milchsiuremenge in Wabr- 
heit noch niedriger sein kann, da im Milchsiurewert vielleicht Acetaldehyd 
enthalten ist, der aus Brenztraubensiure entstand und dessen Weiteroxydation 
durch KCN gehemmt war [Cedranugolo*)]. Jedoch wird dadurch die 
Bilanz nicht geiindert. 
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KCN-Vergiftung ohne Aquivalent. Aber auch die zugesetzte Brenztrauben- 
siure (B,) war nach Einwirkung des KCN-vergifteten Leberbreis etwa auf 
die Hilfte abgesunken, nur ein Teil ist zu Milchsiure hydriert worden, 
38%, sind verschwunden. Noch stiirker ist das Defizit im Ansatz B, bei 
gleichzeitigem Glycerinphosphorsiurezusatz in voller Bestitigung der Ver- 
suche 10, 11 und 12. 


Versuch 13. 
(Protokoll-Nr. 25. 7. 12. 36.) 
Verhalten der Phosphorsiiure, Milchsiiure und Brenztraubensiiure 
bei Einwirkung von Cyankali-vergiftetem Leberbrei 
auf Phosphoglycerinsiure, Brenztraubensiiure und Glycerinphosphorsiure. 
Adrenalin-Hungerkaninchen. Jeder Ansatz enthiilt 4 g Leberbrei in 8 ccm 
Expositionsfliissigkeit; Vorexposition in KCN 30 Minuten bei 20°. Nach 
der Vorexposition Zusatz der einzelnen Substanzen, dann Hauptexposition 
90 Minuten bei 39—40°. 
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Wir diirfen in diesem Versuch wie in einigen weiteren, 
die bei anderen KCN-Konzentrationen angestellt wurden, eine 
Bestitigung dafiir sehen, dafi Brenztraubensiure in der Leber 
auch anaerob verschwinden kann, daB somit das Fehlen eines 
Brenztraubensiure-Aquivalentes beim Abbau der Phosphoglycerin- 
siure nicht dagegen spricht, daB Phosphoglycerinsiure in der 
Leber wie im Muskel iiber Brenztraubensiure abgebaut wird. 
Fraglich ist nur, ob dies der einzige Abbauweg fiir Phospho- 
glycerinsiure in der Leber ist. Denn lediglich in den Versuchen 
an Normaltieren (Versuche 1 und 11) war die Brenztraubensiure- 
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und Milchsiurezunahme insgesamt der Phosphorsiurevermehrung 
annihernd aquivalent, in allen iibrigen Versuchen iiberwog die 
Phosphorsiurezunahme betrichtlich, so daB eine Dephosphorylic- 
rung der Phosphoglycerinsiure ohne Brenztraubensdurebildung 
méglich, wenn auch nicht sehr wahrscheinlich ist. 

Da die Bildung von Phosphoglycerinsiure aus Hexosediphos- 
phat, die im Muskelbrei unter bestimmten ionalen Bedingungen 
rasch und in groBem Umfange erfolgt, im Leberbrei, wenn iiber- 
haupt, nur in sehr geringem AusmaBe stattfindet, erscheint es 
allerdings fraglich, ob der gesamte fiir den Muskel aufgezeicte 
Weg des Kohlenhydratabbaus fiir die Leber Giiltigkeit hat. Zudem 
unterscheiden sich Leber und Muskel noch in anderer Hinsicht 
voneinander. Die im Muskelbrei nachweisbare’ Donatorwirkung 
der Glycerinphosphorsiure bei der Hydrierung der Brenztrauben- 
siure zu Milchsaiure ist im Leberbrei bei Brenztraubensaurezusatz 
allenfalls angedeutet (Vers. 10), meist nicht vorhanden (Vers. 11 
und 12), und auch bei Phosphoglycerinsiurezusatz fehlt sie villig, 
Im Gegenteil, in der Leber wird durch den gleichzeitigen Phos- 
phoglycerinsiure- und Glycerinphosphorsiurezusatz die Milchsiure- 
bildung und meist auch die fir den Muskel charakteristische 
Mehrabspaltung von anorganischem H,PO, gehemmt. Diese 
hemmende Wirkung iibt auBer der «,f-Glycerinphosphorsiure 
auch reine #-Glycerinphosphorsdiure aus, die auch in gleichem 
Umfange wie a,8-Glycerophosphat vom Leberbrei dephosphoryliert 
wird. Dabei ist in der Leber eine sehr wirksame Glycero- 
phosphat-Dehydrase nachgewiesen [H.v. Euler, E. Adler und 
G. Giinther %)], die aber fiir die Hydrierung der Brenztrauben- 
siure von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint. 

Jedoch ist an einer Milchsaiurebildung aus Phosphoglycerin- 
siure in der Leber nach unseren Versuchen nicht zu zweifeln, 
von allen untersuchten Substanzen erwies sie sich im Leberbrei 
als der weitaus beste Milchsiurebildner; méglicherweise wird auch 
in der intakten Leber in gréBerem Umfange als im Leberbrei 
Phosphoglycerinsiure aus Hexosediphosphat gebildet. Aber die 
Milchsiure scheint nach dem Ergebnis unserer simtlichen Ver- 
suche nicht in dem Maf8e obligates Intermediirprodukt beim 
Kohlenhydratabbau in der Leber zu sein, wie bisher im allgemeinen 
angenommen wurde; das wichtigere Intermediirprodukt ist an- 
scheinend Brenztraubensiiure. Diese kann in der Leber zu Milch- 
siure hydriert werden, und besonders die glykogenreiche Leber 
verfiigt tiber Wasserstoffdonatoren, die nach Brenztraubensiure- 
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und in noch starkerem Mafe nach Phosphoglycerinsiurezusatz 


eine Milchsaiurebildung herbeifiihren; inwieweit hier Triosephos- 


phat als Donatorsubstanz analog seinem Verhalten im Muskel 
| [Meyerhof und Kiessling’)] in Frage kommt, ist Gegenstand 


weiterer Untersuchungen. Aber ein groBer Teil der Brenztrauben- 
siure verschwindet im Leberbrei ohne Milchsiurebildung teils 
oxydativ, teils auf vorerst unbekanntem Wege, und es ist an- 
junehmen, daB in der intakten Leber dieser Anteil eher gréBer 
als kleiner ist. Diese Vorstellung, daB Kohlenhydrat in der Leber 
unter Umgehung des Milchsiurestadiums weitgehend abgebaut 
werden kann, stimmt mit Versuchsergebnissen von H. Jost*?) 
iiberein, der an atmenden Ginseblutkérperchen und Leberschnitten 
auf Zusatz von Phosphobrenztraubensiure eine wesentlich gréBere 
Oxydationsgeschwindigkeit beobachtete als nach Milchsiure- und 
Brenztraubenséurezusatz, so daB nach Jost die Oxydation sogar 
schon an der phosphorylierten Vorstufe der Milchsaiure beginnt. 
Unsere Versuchsergebnisse liegen in derselben Richtung und be- 
rechtigen zu der Annahme, daB auch das geringe Milchsiure- 
bildungsvermégen der Leber trotz starkem Glykogenschwund nicht 
nur durch die Anhaufung von Zwischenkohlenhydrat!®*4), sondern 
auch durch das Verschwinden von Brenztraubensiure ohne Milch- 
siurebildung bedingt ist. 


Zusammenfassung. 


1. Die im Muskelbrei unter Fluorideinwirkung beobachtete 
Umwandlung des leicht hydrolysierbaren Hexosediphosphats in 
schwer hydrolysierbare 3 Kohlenstoff-Phosphorsaiureverbindungen 
(Phosphoglycerinséure und Glycerinphosphorsiure) findet im 
Fluorid-vergifteten Leberbrei nicht oder nur in geringem Um- 
lange statt. 

2. Die normale, nicht mit Fluorid vergiftete Leber vermag 
zugesetzte Phosphoglycerinsiure in betraichtlichem MaBe zu dephos- 
phorylieren unter Bildung von Brenztraubensiure, die jedoch nicht 
annihernd in Aquivalenter Menge nachweisbar wird. 

3. Die normale Leber verfiigt bereits iiber Wasserstoffdonatoren, 
die zugesetzte Phosphoglycerinsiure und, in geringerem Umfange, 
zugesetzte Brenztraubensiiure in Milchsiure umsetzen. Die Leber 
von Adrenalin-Hungertieren vermag dagegen nur sehr wenig Brenz- 
traubensiure zu hydrieren, auch ist sie in ihrer Fahigkeit, Phospho- 
glycerinsiure zu dephosphorylieren und in Milchsiure umzuwandeln, 
stark beeintrichtigt. 
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4, Als Milchsiurebildner erweist sich Phosphoglycerinsiure 
dem Hexosediphosphat und vor allem dem Glykogen als iiberlegen, 
sie kann demnach als Intermediirprodukt bei der Glykolyse in 
der Leber angesehen werden. 


5. Durch gleichzeitigen Glycerinphosphorsiurezusatz wird in 
Leberbrei die Milchsiurebildung aus Phosphoglycerinsiure nicht 
wie im Muskelbrei begiinstigt sondern gehemmt, und auch die 
Phosphatabspaltung ist behindert. 


6. Ein nicht unwesentlicher Teil von Brenztraubensiure ver- 
schwindet im Leberbrei ohne in Milchsiure iberzugehen, teil 
oxydativ, teils auf vorerst unbekanntem Wege. Dieses Verschwinden 
von Brenztraubensiure ohne Milchsiurebildung wird durch Glycerin- 
phosphorsaurezusatz begiinstigt. Hiernach diirfte die Brenztrauben- 
siure eher als die Milchsiure eine zentrale Stellung beim Kohlen- 
hydratabbau in der Leber einnehmen, 
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Uber die Phosphorylierung des Adenosins durch Hefe 
und die Bedeutung dieses Vorgangs fiir die alkoholische Garung. 


If. Mitteilung?). 


Von 
P. Ostern, T. Baranowski und J. Terszakoweé. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Lwéw [Lemberg].) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1937.) 


I. Enzymatische Synthese der Muskeladenylsiure. — II. Mechanismus 
der Reaktion. — III. Bedeutung der Reaktion fiir die alkoholische Girung. — 
IV. Experimenteller Teil. — V. Diskussion. — VI. Zusammenfassung. 


I. 


In der I. Mitteilung haben wir ganz kurz iiber die enzyma- 
tische Synthese von Muskeladenylsiure und Adenosintriphosphor- 
siure aus Adenosin durch Hefe berichtet. Die Phosphorylierung 
des Adenosins findet sowohl unter Einwirkung von frischer Hete, 
als auch — in gewissen Fallen — Acetontrockenhefe statt. Als 
Hauptprodukt der Reaktion entstehen Adenosinpolyphosphor- 
sauren, welche durch milde alkalische Hydrolyse zu Muskel- 
adenylsiure gespalten werden kénnen. Bei mehrmals wiederholter 
praparativer Aufarbeitung erhielten wir aus 1 g Adenosin 0,5 ¢ 
oder mehr reiner Adenylsiiture, was einer Ausbeute von iiber 
35°/, d. Th. entspricht. Die Identitit der isolierten Adenylsiure 
mit Muskeladenylsiure ist durch den Mischschmelzpunkt mit 
reiner Muskeladenylsiure, die Parnas-Klimeksche Reaktion und 
die Desaminierbarkeit mit Muskelbrei eindeutig nachgewiesen 
worden. 

In Anbetracht der hohen Ausbeute bildet diese Synthese 
einen gangbaren Weg fiir die Darstellung der Muskeladenylsaure’). 
t 





1) I. Mitteilung, Diese Z. 250, 155 (1937). Uber die Befunde der vor- 
liegenden Arbeit hat der eine von uns (O.) in der Sitzung der Poln. Physiol. 


Ges., Abt. Lwow, am 1. XII. 1937 berichtet. 
*) Adenosin kann durch enzymatische oder chemische Hydrolyse der 


Hefenucleinsiure leicht gewonnen werden. 
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Sie ist auch unseres Wissens die erste enzymatische Synthese 
eines Nucleotids. 

Die Phosphorylierung des Adenosins durch Hefeenzyme ist 
streng spezifisch: unter denselben Bedingungen, unter denen 
Adenosin glatt phosphoryliert wird, ist in Gegenwart der Aqui- 
valenten Menge von Guanosin oder d-Ribose kein Schwund von 
anorganischem Phosphat zu beobachten. Die Anlagerung des 
Phosphorséurerestes an Adenosin findet spezifisch an Kohlen- 
stoff 5 der d-Ribose statt: neben Muskeladenylsiure entsteht keine 
Heteadenylsiiure (Adenosin-3-Phosphorsiure). 


II. 


Die Synthese von Muskeladenylsiiure aus Adenosin und 
Phosphat laBt sich mit den meisten gebriiuchlichen Knzym- 
praparaten aus Hefe nicht durchfihren. Macerationssaft nach 
Lebedew und dialysierte Trockenhefe sind inaktiv; aber auch 
Trockenhefe sowie selbst ganz frisch bereitete Acetontrockenhefe 
versagen manchmal vollstindig und bilden aus Phosphat und 
Adenosin keine Adenylsiure. Diese Beobachtungen sowie die 
Spezifitit der Reaktion legten den Gedanken nahe, daB die 
Phosphorylierung des Adenosins keine direkte Veresterung mit 
anorganischem Phosphat ist, sondern das Ergebnis von einer 
Reaktionsfolge, an welcher auBer Phosphat noch andere Stoffe 
teilnehmen. Diese Annahme konnte folgendermaBen bewiesen 
werden: Durch Jodacetat (?/,,, m) oder Phlorrhizin (m/100) 
wird die Synthese von Muskeladenylsiure in aktiver 
Acetontrockenhefe aufgehoben; durch Zusatz von Fluorid 
(n/50 und n/25) wird sie nur verlangsamt. Von diesen drei 
Giften hemmt bekanntlich das Phlorrhizin die unmittelbaren 
Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen; Jodacetat ver- 
giftet die Oxydoreduktionen, an welchen die Cozymase teilnimmt, 
und die mit ihnen verbundenen Phosphorylierungen; Fluorid 
hebt die Phosphatiibertragung aus Phosphoglycerinsiure auf. Aus 
der Wirkung der drei Gifte muBte also geschlossen werden, daB 
die Synthese von Adenylsdiure aus Adenosin und Phos- 
phat eine oxydoreduktive Phosphorylierung ist; dies lieB 
sich auch unmittelbar nachweisen. Dialysierte Acetontrockenhefe 
bildet aus Adenosin und Phosphat keine Adenylsiure, wohl aber 
nach Zusatz von Hexosediphosphat. Noch ergiebiger — 
etwa ums Doppelte — wird die Synthese, wenn man 
auBer Fructosediphosphorsaure Acetaldehyd und an- 
a7" 
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organisches Phosphat zum Giargut hinzufiigt. Jodacetat 
und Phlorrhizin unterbinden diese Reaktion vollstindig, 
Fluorid ist dagegen nahezu ohne Hinflu8. Vorbedingung 
fir die Synthese von Adenylsiure aus Adenosin ist also in den 
oben gewahlten Anordnungen die Gegenwart von Fructose- 
diphosphorsaure und ihr ungehinderter oxydoreduktiver 
Zerfall. Dieser Befund macht es erklirlich, daB alle diejenigen 
Enzympraparate, welche keine Hexosediphosphorsaure oder ihre 
Vorstufen enthalten, inaktiv sind, durch Zusatz von Hexose- 
diphosphat aber reaktiviert werden kénnen. 

So erwies sich im Versuch XX vom 24. XI. 1937 eine frisch 
bereitete Acetontrockenhefe inaktiv und synthetisierte aus Adenosin 
und Phosphat keine Adenylsiure; nach Zusatz von Fructose- 
diphosphorsiure fand eine ergiebige Phosphorylierung statt, wobei 
iiber 30°/, des zugesetzten Adenosins in Adenosintriphosphor- 
siure iiberging’). 

Die durch die oxydoreduktive Spaltung von Fructose- 
diphosphorsiure vermittelte Phosphorylierung von Adenosin ist 
aber nicht der einzige Reaktionsweg, auf dem aus Adenosin in 
der Hefe die Adenylsiure aufgebaut wird. Setzt man nimlich 
zu dialysierter Acetontrockenhefe Adenosin und Phos- 
phoglycerinsaéure hinzu, so erfolgt ebenfalls eine Syn- 
these von Adenosintriphosphorsaure. Diese Reaktion wird 
durch Jodacetat nicht gehemmt, durch Fluorid dagegen auf- 
gehoben. Adenosin kann also als Acceptor von Phosphat aus 
Phosphobrenztraubensaiure wirken. Es bestehen demnach zwei 
verschiedene Mechanismen der Phosphorylierung von Adenosin, 
ganz &bnlich denjenigen, welche C. Lutwak-Mann und T.Mann 
in diesem Laboratorium [19357)] fiir die Phosphorylierung der 
Adenylsiure gefunden haben. In den Versuchen dieser Autoren 
entstand namlich die Adenosintriphosphorséure sowohl in einer 
durch Fluorid nicht hemmbaren Reaktion aus Hexosediphosphat 
und Adenylsiure, als auch in einer durch Fluorid hemmbaren 
Reaktion zwischen Phosphoglycerinsiure und Adenylsiure. 


IIL. 


Aus den in den vorangehenden Kapiteln beschriebenen Ver- 
suchen ergeben sich wichtige Folgerungen fiir die Hefeglykolyse. 





1) Kin Teil des gebundenen Phosphats stammt in solehen Versuchen 
immer aus Hexosediphosphat, der andere aus anorganischem Phosphat. 
*) Biochem. Z. 281, 140 (1935). 
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Als phosphorylierendes Co-Enzym gilt sowohl im Schema von 
Parnas und C. u. T. Mann), als auch in dem Schema von Meyer- 
hof?) das System Adenylsiure /Adenosintriphosphorsiure, Aus 
unseren Versuchen geht hervor, daB in der Hefe auch 
das Adenosin als phosphatiibertragendes Co-Enzym 
fungiert. Dadurch unterscheidet sich die Hefeglykolyse sehr 
wesentlich von der Muskelglykolyse. In dieser erfolgt nimlich 
der Abbau von Adenosintriphosphorsiure nur bis zu der Adenyl- 
siurestufe und das Adenosin hat keinerlei co-enzymatische Wir- 
kung. Im Gegensatz dazu vermag in der Hefezelle die Adenyl- 
siure als Phosphatdonator zu wirken. Dies geht sowohl aus 
ilteren Versuchen von C. Neuberg’) hervor, als auch aus eigenen 
Versuchen, in welchen wir nach Zusatz von Adenylsiure und 
Embden-Ester zu dialysierter Acetontrockenhefe die Bildung von 
Fruktosediphosphorsiure beobachteten. Ganz eindeutig beweisen 
es aber Versuche, tiber die anderweitig gemeinsam mit G. Hevesy 
und J. K. Parnas berichtet wird*). In diesen Versuchen ist aus 
madioaktivem Phosphat (Na,HP%?0,) und Adenosin radioaktive 
Adenylsaiure dargestellt worden. Nach Zusatz dieser Adenylsiure 
zi girender Hefe und Incubation wurde ein bedeutender Teil 
des radioaktiven Phosphats in den Zuckerphosphorsiureestern 
wiedergefunden (in der P,,-Fraktion). 


Die Tatsache, daB die Adenylsiuresynthese aus Adenosin, 
Harden-Young-Ester und Phosphat durch Jodessigsiure gehemmt 
wird, bringt diese Reaktion'in enge Beziehung zu der Cozymase. 
Jodessigsiure ist naimlich das Gift, welches sowohl die oxydo- 
reduktiven Umsetzungen in der Hefe als auch die Muskelglykolyse 
aufhebt; ihre Wirkung beruht auf der Vergiftung der Cozymase. 
Dadurch wird der Anteil der Cozymase an unserer Reaktions- 
kette sichergestellt. Im Zusammenhang damit ist es besonders 
interessant, daB bei der Phosphorylierung des Adenosins nahezu 
ausschlieBlich Adenosinpolyphosphorsiuren und nicht die freie 
Adenylsiure entstehen. Beiden Tatsachen wiirde die Annahme 
gerecht werden, daB die Synthese der Adenosinpolyphosphor- 





1) Biochem. Z. 285, 168 (1935). 

*) Meyerhof, Kiessling u. Schulz, Biochem. Z. 292, 25 (1937). 

’) Biochem. Z. 280, 163 (1935). ,« 

4) G@. Hevesy, T. Baranowski, J. Guthke, P. Ostern u. 
J. K. Parnas, Acta. Biol. Exper., im Druck; mitgeteilt von J. K. 
Parnas in der Sitzung d. Poln. Physiol. Gesellschaft, Abt. Lwow, am 
1, XII. 1987. 
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siuren aus Adenosin iiber die Cozymase als Zwischenglied ver- 
lauft. Auf diesen Punkt wird noch niher in der Diskussion 
eingegangen werden. 

IV. 


Experimenteller Teil. 


Methodik. 


Enzympraparate. In dieser Arbeit kamen auBer frischer, unter- 
giriger Bierhefe folgende Enzympriparate zur Anwendung. 


1. Acetontrockenhefe, nach der Vorschrift von Harden’) dargestellt. 
2. Gewohnliche Trockenhefe. 

3. Macerationssaft aus Acetontrockenhefe nach Lebedew’”). 

4. Dialysierte Acetontrockenhefe. 


Dialysiert wurde in Cellophanschliuchen, welche durch eine Exzenter- 
vorrichtung in stindiger Bewegung gehalten wurden, in sehr dinner Schicht 
gegen flieBendes Leitungswasser. Wenn nicht anders angegeben, wurde 
jeweils die Acetonhefe in dem 5fachen Volumen Wasser aufgeschwemmt 
und von dieser Aufschwemmung wurden dann — vor oder nach Dialyse - 
aliquote Teile fiir die Ansiitze abpippetiert. 


Bestimmungsmethoden. Enteiwei®t wurden die Ansitze durch Zu- 
satz des gleichen Volumens 10°/,iger Trichloressigsiiure. Die Phosphorsiiure 
wurde nach Fiske und Subbarow’), das Ammoniak nach Parnas und 
Heller‘) bestimmt. Die Hydrolyse der Phosphatfraktionen wurde nach 
Lohmann!) in n/1-HCl vorgenommen. 


Die Bestimmung von Adenylsiiure + Adenosinpolyphosphorsaéuren ge- 
schah in folgender Weise: 10 ccm des Trichloressigsiurefiltrats wurde zweck:s 
Entfernung von Trichloressigsiure drei- bis viermal mit dem 4fachen 
Volumen Ather ausgeschiittelt, die wibrige Schicht mit festem Natrium- 
carbonat bis zur (auf Phenolphthalein) alkalischen Reaktion versetzt, und 
das vorgebildete Ammoniak bei einer Temperatur von 20—30° im Parnas- 
schen Apparat vertrieben. Die ammoniakfreie Lésung wurde auf pg = 7 
neutralisiert und auf 20 ccm aufgefiillt. Aliquote Teile dieser Lésung, 
z.B. 5 eem wurden mit 1 ccm m/3-Phosphatpuffer und 1 ccm einer Muskel- 
brei-Suspension, welche 50—100 mg Froschmuskeln enthielt, versetzt und 
dann 1/, bis 1 Stunde bei 37° incubiert. Unter diesen Bedingungen wird 
sowohl aus der Muskeladenylsiiure als auch Adenosintriphosphorsiure die 
NH,-Gruppe vdéllig abgespalten, wihrend Adenosin nur wenig desaminiert 
wird. Das aus dem Adenosin stammende Ammoniak wurde stets in einem 
Kontrollansatz ermittelt, welcher Muskelbrei und Adenosin in derselben 
Konzentration enthielt, wie die untersuchten Lésungen. Nach Abzug dieses 


1) Alcoholic Fermentation, 1932, S. 39. 
*) Diese Z. 53, 447 (1911). 

5) J. of Biol. Chem. 81, 629 (1929). 

*) Biochem. Z. 173, 224 (1926). 

5) Biochem. Z. 202, 466 (1928). 











ver- 
8810n 


inter- 


stellt. 





und es entstand (0,65 —0,02) 


Adenosinpolyphosphorsiaure. 
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Wertes von dem Ammoniakgehalt der untersuchten Lésung erhalt man die 
Menge des aus Adenylsdure + ATP abgespaltenen NH,-N. Durch Multipli- 


kation mit dem Faktor aT (Molekulargewicht der Adenylsiure C,.N,H,,0,P 


-H,O:N) wird auf Muskeladenylsiiure umgerechnet. Es sei jedoch schon 
hier betont, daB bei der Phosphorylierung des Adenosins durch Hefe 
nahezu ausschlieBlich Adenosinpolyphosphorsduren entstehen, so daB die 
Umrechnung auf Adenylsiiure nur die praktische Begriindung besitzt, daB 
die Art der Adenosinpolyphosphorsiuren nicht vorausgesetzt wird (es ent- 
stehen némlich Mischungen von Adenosindi- und Adenosintriphosphorsiure). 


Synthese der Muskeladenylsaure. 


Die Phosphorylierung von Adenosin zeigen folgende Versuche: 


1. Versuch I v. 25. [X. 1937. 5 g frische, abzentrifugierte unter- 
girige Bierhefe wurden in 25 ccm H,O aufgeschwemmt. 


Ansatz a: 5ecem Hefeaufschwemmung + 2 ccm m/15-Phosphat (pg = 7) 
+ 2cem H,O + 15 Tropfen Toluol. 
Ansatz b: Ebenso, aber statt H,O 2 cem Adenosin (= 20 mg). 
Incubation bei Zimmertemperatur unter 6fterem Umschiitteln. 


Anorganischer P-Gehalt nach 30’, nach 250’ Incubation. 
CO ae eee > » 668 6,72 
BEE Div cece es ee « GR 4,26. 


Im Ansatz b sind also nach 250’ Incubation 2,46 mg P ver- 
schwunden. 


2. Versuch II v. 5. X. 1937. 5 g frische, abgepreBte Bierhefe in 
25 ccm Wasser aufgeschwemmt. 


Ansatz a: 5cem davon + 2ccm Phosphat m/15 (pg = 7) + 3 cem H,O 
+ 15 Tropfen Toluol. 


Ansatz b: Ebenso, aber statt H,O 3 ccm Adenosin (30 mg). 
Incubation 1 Stunde bei 37°, dann 2 Stunden bei Zimmertemperatur. 


Anorganischer P-Gehalt nach 1 Stunde, 3 Stunden. 


Ansatza......... . 482mg, 4,95 mg 
Amsstz b......... . 364mg, 2,22 mg. 


Durch Muskeldesaminase abspaltbarer NH,-N (im Ansatzb nach Abzug 
der Adenosinkontrolle). 


Ansatz a ....... . 0,02 mg 
Anssts bb... ... . . 0,65 mg. 


Nach 3stiindiger Incubation sind also 2,73 mg P gebunden, 
365 
14 


=etwa 16mg Adenylsiure bzw. 
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3. Versuch III v. 6. X. 1937. 5g Acetontrockenhefe in 25 cem Wasser 
aufgeschwemmt. 


Ansatz a: 5 ccm Hefeaufschwemmung + 2 ccm Phosphat m/15 (py = 7) 
+ 3 cem H,O + 15 Tropfen Toluo!, 
Ansatz b: Ebenso, anstatt Wasser 3 cem (= 30 mg) Adenosin. 


Nach 3stiindiger Incubation bei Zimmertemperatur wurde enteiweift 
und das durch Muskeldesaminase abspaltbare Ammoniak bestimmt. 


a Ca 0,2 mg NH,-N 
Ansatz b...... .. 1,06 mg NH,-N 


auf Muskeladenylsiure umgerechnet, ergibt die Differenz 
365 


zwischen Ansatz b und a eine Synthese von (1,06 — 0,2) 


= 22mg Adenylsiure aus 30mg Adenosin. Dies entspricht einer 
Ausbeute von etwa 50°), d. Th. 


Isolierung der Muskeladenylsiure. 


4, Versuch V vy. 11. X. 1937. 50 g Acetontrockenhefe im 
Morser mit 200 ccm Wasser fein zerrieben, wurden mit 200 ccm 
einer 1°/,igen Lésung von Adenosin, 56 ccm m/3-Phosphat von 
Pp, = 7, 44 ccm Wasser und 15 cem Toluol vermischt; nun wurde 
1/, Stunde auf der Schiittelmaschine geschiittelt und dann bei 37° 
incubiert. Unmittelbar nach Vermischung der Zusitze (a), nach 
dem Schiitteln (b) und nach weiterer 1/,stiindiger Incubation (c) 
wurde je 1 ccm des Garguts enteiweiBt und das anorganische Phos- 
phat bestimmt. Nach Entnahme der letzten Probe wurden zum 
Ansatz weitere 30 ccm m/3-Phosphat zugesetzt und die Incubation 
noch 45 Minuten fortgesetzt (zusammen mit dem Schiitteln dauerte 
also die Incubation 105 Minuten). 


1 cem des Ansatzes enthielt 


a) vor der Incubation. .......... 1,53 mg P 
b) nach dem Schiitteln .......... 0,845 mg P 
c) nach '/, Stunde Incubation ....... 0,79 mg P. 


In der Probe c sind also gegeniiber dem Ausgangswert 
0,74 mg P verschwunden, was auf den Gesamtansatz berechnet 
einen Schwund von etwa 380 mg P ergibt. 

Der Ansatz wurde mit 500 ccm 10°/,iger ‘Trichloressigsiure 
enteiweiBt. Die Hydrolysekurve (m/1-HCl) im Filtrat zeigte fol- 
gende Verteilung der Phosphatfraktionen (mg P pro Gesamtansatz): 


Po P7 Pso Piso Gesamt-P 
810 1180 1210 1300 1470 
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Das verschwundene anorganische Phosphat liegt in der leicht- 


hydrolysierbaren Fraktion vor: (p, — p,) — (P3, — P,;) = 340 mg P}). 
| Der hohe Wert von p, gegeniiber der Probe c zeigt, daB die 
| Fortsetzung der Incubation zu einer Abspaltung von anorganischem 
' Phosphat gefihrt hat (in Probe c sind pro Gesamtansatz 400 mg P 
' enthalten, wozu noch 300 mg P aus dem spiter zugesetzten 
' Phosphat kommen. Im Zeitpunkt der Entnahme der Probe c 
' waren also nur 700 mg anorganischer P vorhanden). 


Das Trichloressigsiurefiltrat (840 ccm) wurde mit konzen- 


' trierter NaOH auf Phenolphthalein alkalisiert und dann mit Ba- 
' Acetat so lange behandelt, bis in einer Filtratprobe auf weiteren 
| Zusatz von Ba-Acetat keine Fiillung mehr auftrat. Der abzentri- 
' fugierte und mit Wasser gewaschene Niederschlag (B) sowie die 
' vereinigten Filtrate (A) wurden gesondert verarbeitet. 


Fraktion A. Das Filtrat wurde mit Essigsiure auf p, = 6 


' gebracht, mit neutralem Bleiacetat gefillt, der Niederschlag mit 
| H,S zersetzt und die Lésung im Vakuum eingeengt. Es erfolgte 
| keine Krystallisation. Die Bestimmung des durch Muskeldesami- 
' nase abspaltbaren Ammoniaks, sowie des organischen P in einem 
' aliquoten Teil der Lésung zeigte, daB die Gesamtkonzentration 
' von Adenylsiiure unter 100 mg betrug, so daB von einer Isolierung 
_ Abstand genommen wurde. 


Fraktion B. Im Gegensatz zum Verhalten der Fraktion A 


'gab der Ba-Niederschlag eine sehr starke Orcinreaktion und eine 


orientierende Bestimmung von abspaltbarem NH,—N ergab einen 


» hohen Gehalt von Adenosinpolyphosphorsiuren. Der Niederschlag 
enthielt selbstverstiindlich keine freie Adenylsiure, da deren 
_ Ba-Salz leicht léslich und in die Fraktion A tibergegangen ist. 


Um die Adenosinpolyphosphorsiuren zu zersetzen, wurde der 


j Ba-Niederschlag 3mal in je 250 ccm Wasser aufgeschwemmt und 
' nach Zusatz von Baryt bis zur phenolphthaleinalkalischen Reaktion 
_ 10 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Wahrend der Hydro- 


‘) Aus dem leichthydrolysierbaren Phosphat errechnen sich — bei der 


| Annahme, da es in Form von Adenosintriphosphorsiure vorliegt — fiir 
_ den nicht hydrolysierbaren P der Adenylsiure 170 mg, was ungefihr 2 g 
| Adenylsiure entspricht. Tatsichlich ist 1g reiner Muskeladenylsiure 
| isoliert worden, so daS in diesem Versuch unsere Annahme gerechtfertigt 
war. Bei einer anderen priparativen Aufarbeitung war aber die Menge 
_ der aus dem Ba-Niederschlag durch Hydrolyse dargestellten Adenylsiure 
| etwas gréBer, als die Berechnung aus dem leichthydrolysierbaren Phosphat 
_ ergab. In diesem Fall muB also der Ba-Niederschlag neben Adenosin- 
_ triphosphorsiure Adenosindiphosphorsiure enthalten haben. 
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lyse wurde die auf Phenolphthalein alkalische Reaktion dure) 
Zusitze von Baryt erhalten. Die vereinigten Filtrate wurde, 
nach Zusatz von Essigsiure (p,, = 6) mit einem kleinen Uberschug 
von 20°/,iger neutraler Bleiacetatlésung versetzt. Der Bleinieder. 
schlag wurde mit Wasser bariumfrei gewaschen, in 400 cen 
Wasser aufgeschwemmt und mit H,S zersetzt. Das Filtrat wurde 
H,S8-frei geliiftet, im Vakuum bei 45° AuSentemperatur auf 30 ccm 
eingeengt und die schon wihrend des Einengens entstandene 
krystallinische Fallung wurde durch 70 ccm Alkohol vollstindig 
gemacht. Die abgesaugten Krystalle wurden in 40 ccm heifen 
Wasser geliést, dann 50 ccm Alkohol zugesetzt und im Eisschrank 
iiber Nacht stehen gelassen, die Krystalle abgesaugt, mit Alkohol 
und Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 1 g; fiir Adenyl. 
siure typische, in Biischeln angeordnete Nadeln. Schmelzpunk: 
(richtiger Zersetzungspunkt) 196—197°, Mischschmelzpunkt mit 
Muskeladenylsiure (von 198°) 196—198°. 


AnorganischerP.......... 0 
hehe ka be wee 8,2°/, (f. Adenylsiure ber. 8,5°,,) 
Ee ee ee a 18,8°/, (f. Adenylsiure ber. 19,2°),) 
Durch Muskeldesaminase abspaltbarer NH,—N (aus 2mg Substanz 0,075 mg 
hs de ve. Wd. he. «4. 18: 6.2 3,75 °/, 
Verhiltnis vom abspaltbaren NH,—N 
zu Gesamt-N .......2.2.. 3,75: 18,8 = 1:5 
Parnas-Klimeksche Reaktion’) . . positiv. 


Aus den hier angegebenen Analysenresultaten folgt eindeutig, 
daB die untersuchte Substanz Muskeladenylsdure ist. Gleichzeitig 
zeigt der Versuch, dab die Phosphorylierung von Adenosin bei- 
nahe ausschlieBlich zu Adenosinpolyphosphorsiuren fiihrt, wahrent 
freie Adenylsiure kaum 10°/, derjenigen Menge bildet, welche 
durch Spaltung von Adenosinpolyphosphorsiuren dargestellt werden 
konnte. Es entstehen ausschlieBlich Muskeladenylsaiure und ihre 
héheren Phosphorsiurederivate, sicher keine Adenosin-3-phosphor- 
siiure. Dies folgt aus dem Verhalten der Fraktion A, aus welcher 
weder in diesem Versuch noch in zwei spiteren, ganz dhnlich 
durchgefiihrten priparativen Synthesen, Hefeadenylsaure isoliert 
werden konnte. 


Spezifitat der Adenylsauresynthese. 


Versuch IV y. 7. X. 1937. 2 g Acetontrockenhefe in 20 ccm 
Wasser aufgeschwemmt. 


1) Biochem. Z. 252, 392 (1932); Diese Z. 217, 75 (1933). 
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D Ansatz a: 5ccem Hefeaufschwemmung + 2 cem m/15-Phosphat (pq = 7) 

: + 8cem H,O + 25 Tropfen Toluol. 

‘ ) Ansatz b: wie bei a, aber statt H,O 3 ccm (= 30 mg) Adenosinlésung. 
Ansatz c: wie bei a, aber statt H,O + 3 cem (= 11,8 mg) d-Riboselésung. 
© Ansatz d: wie bei a, aber statt H,O + 3 cem (= 30 mg) Guanosinlésung. 

Incubation 2 Stunden bei 37°. 

3 Ansatz a b c d 

Anorganischer P 5,84 3,84 5,84 5,76 


: Wiihrend im Ansatz b (mit Adenosin) 2 mg P gebunden worden sind, 
jst in den Ansitzen c und d (d-Ribose und Guanosin) kein Schwund von 
 Phosphat zu beobachten. Die Phosphorylierung des Adenosins ist also 
p sowohl bauspezifisch als auch positionsspezifisch, da die Phosphorylierung 
Four am Kohlenstoff 5 der d-Ribose erfolgt. 


Mechanismus der Muskeladenylsauresynthese. 
Phosphorylierungsversuche mit Lebedew-Saft. 


Versuch VIII v. 25. X. 1937. Aus 10 g Acetontrockenhefe, welche 
' Adenosin glatt phosphoryliert, wurde ein Macerationssaft nach Lebedew 
| bereitet (10 g Hefe + 40 ccm H,0). 


4 Ansatz a: 3cem Macerationssaft + 1 ccm m/15-Phosphat (py = 
- +3ccm H,0. 
: Ansatz b: 3 ccm Macerationssaft + 1 cem m/15-Phosphat (pq = 7) 
| +1cem H,O + 2 cem (= 20 mg) Adenosin. 
Incubation: 1. = 30, 2. = 60, 3. = 120 Minuten bei 37° 
Anorganischer P nach 30’- 60’- 120’-Incubation. 
Ansatz a: 6,30, 5,80, 6,10 mg. 
Ansatz b: 6,28, 6,28, 5,95 mg. 


r 
‘ 


) 


: Dieser Versuch zeigt, daB durch Macerationssifte, welche aus aktiver 
' Acetontrockenhefe bereitet werden, Adenosin nicht phosphoryliert wird. 
| Ebenso negativ verliefen Phosphorylierungsversuche mit dialysierter Aceton- 
pager mit gewohnlicher an der Luft getrockneter Hefe, welche seit 
einem Jahr im Eiskasten aufbewahrt wurde, sowie einer Acetontrockenhefe, 
B welche wir genau nach derselben Vorschrift wie die friihere aktive Aceton- 

‘4 | trockenhefe bereiteten’). Die inaktive Acetontrockenhefe wird in den 

S F spiteren Versuchen als Acetontrockenhefe B, die aktive als Aceton- 
F trockenhefe A bezeichnet. 


1) a u. Beneschowsky [Biochem. Z. 276, 147 (1935)} 
E haben behauptet, daB Adenosin die Adenylsiiure und Adenosintriphosphor- 


] siure als Co-Enzym bei der Phosphoglycerinsiurespaltung im Muskel ver- 


| treten kénne, mit anderen Worten, daB das Adenosin durch Muskelausziige 
| phosphoryliert werde. Diese Ansicht ist durch Ostern, Baranowski u. 
Reis (Biochem. Z. 279, 86; 281, 157 (1935)] widerlegt worden. Adenosin 


| wirkt weder im Skelettmuskelbrei noch Herzmuskelbrei oder Muskelausziigen 
| als Co-Ferment bei der Dephosphorylierung der Phosphoglycerinsiure. 
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HinfluB von Giften (Fluorid, Jodessigsiure, Cyanid 


und Phlorrhizin) auf die Phosphorylierung des Adenosin; 


Tabelle I. 


Versuch XIV v. 5. XI. 1937. 5g Acetontrockenhefe A in 25 cey 
Wasser aufgeschwemmt. Jeder Ansatz enthielt 3 ccm Hefeaufschwemmuy 
+ 1ccm Phosphat m/15 (pg = 7) und auBerdem: 


Ansatz a: + 1,5cem H,O + 0,5 cem m/10-Phlorrhizin. 

Ansatz b: + 2 ccm H,0. 

Ansatz c: + 1,5 cem Adenosin (= 15 mg) + 0,5 cem H,O. 

Ansatz d: + 1,5 Adenosin (= 15mg) + 0,5 cem n/2-NaF. 

Ansatz e: + 1,5 Adenosin (= 15 mg) + 0,5 m/30 jodessigsaures Natriun, 

Ansatz f: + 1,5 Adenosin (= 15 mg) + 0,5 m/10-Phlorrhizin. 

Ansatz g: + 1,5 Adenosin (= 15 mg) + 0,5 cem m/100-KCN. Nach Zu 
satz von je 0,3 cem Toluol wurden die Ansitze bei 37° unter 6fteren 
Umschiitteln 1. 75, 2. 150 Minuten incubiert. 








2. 150 Minuten 


1. 75 Minuten 








Schwund von 
anorgan. P 
in mg gegeniiber 


, | Schwund von ' 
Incubation} Anorg. I anorgan. P. Anorgan. I 
in mg pro | in mg in mg pro 


Gesamtansatz | _segeniiber | Gesamtansatz 
| dem Ansatz a 

















Ansatz a 5,58 | — 6,00 — 
~ » 4,11 | Bae 6,00 0 
,~ = 1,56 | —4,02 3,86 — 2,64 
, «= 3,18 | —240 3,45 — 255 
» +(e 5,70 | + 0,12 6,13 + 0,13 
>» = 5,55 — | 5,82 — 0,18 
~ 22 1,50 | — 4,08 3,42 — 2.56 


Dieser Versuch zeigt folgendes: Jodessigsaéure in einer Kon- 
zentration vom m/360 sowie m/140-Phlorrhizin’) heben die Phos. 
phorylierung von Adenosin vollstindig auf. m/600-Cyanid ist ohne 
EinfluB. Fluorid bewirkt trotz der hohen Konzentration (n/24), be! 
welcher bekanntlich die Phosphatiibertragung aus Phosphoglycerin- 
siure unterbunden ist, nur eine geringe Hemmung der Phos 


1) Lundsgaard [Biochem. Z. 264, 209 (1933)] hat die hemmende 
Wirkung des Phlorrhizins auf Phosphorylierungen und Dephosphorylierunget 
entdeckt. Da wir nun spiiter nachwiesen [P. Ostern, Guthke u. Tersza- 
koweé, Diese Z. 243, 9 (1935)], daB Phosphatiibertragungen (z. B. von 
Adenosintriphosphorsiiure auf Hexosemonophosphorsiure) viel weniger be: 
einfluBt werden als die Bindung von anorganischem Phosphat (Phosphoro- 
lyse des Glykogens), so zeigt die Vergiftbarkeit der Adenylsiuresynthese 
durch Phlorrhizin, da8 anorganisches Phosphat ein fiir die Synthese wesent: 
licher Faktor ist. 
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‘phorylierung des Adenosins. Dieser Versuch zeigt weiter, dab 
‘Acetontrockenhefe auch ohne Zusatz von Adenosin (Ansatz b) eine 
wgewisse Menge von anorganischem Phosphat zum Verschwinden 
‘bringt, und daB dieser Vorgang, ahnlich wie die Phosphorylierung 
‘des Adenosins, durch Phlorrhizin aufgehoben wird. Wir dachten 
‘niichst, daB die Ahnlichkeit der beiden Vorgiinge damit zusammen- 
‘hingt, daB in der Hefe freies Adenosin vorhanden ist, welches 
‘im Laufe der Incubation phosphoryliert wird. Diese Vermutung 
‘erwies sich aber als unrichtig, es gelang uns bisher nicht, weder 
‘freies Adenosin aus Hefe zu isolieren — zu diesem Zweck wurde 
P, kg abgepreBter Bierhefe verarbeitet — noch seine Gegenwart 
‘durch Desaminierung mit Herzmuskelbrei!) nachzuweisen. Auf 
P diesen Punkt werden wir noch in der Diskussion zuriickkommen. 


Phosphorylierung 
' des Adenosins durch inaktive Acetontrockenhefe B 
3 nach Zusatz von Fructosediphosphorsiure. 


E Versuch XX y. 25. XI. 1937. 4 g Acetontrockenhefe B + 20 cem H,O; 
'dayon in jedem ‘Ansatz 5 ccm Hefeaufschwemmung + 2 ccm Phosphat m/15 
(Pq = 7) und auberdem: 
F Ansatz a: +3 ccm H,O. 
Ansatz b: + 3cem H,O + 1cem Fructosediphosphorsiiure Na m/10 
(Po = 7). 
Ansatz ec: anstatt 3 ccm H,O, 3 cem Adenosin (= 30 mg), sonst 
wie Ansatz b. 


: Nach Zusatz von je 0,3 cem Toluol wurden die Ansitze im Thermostat 
bei 87° 2 Stunden geschiittelt. 
Durch Muskeldesaminase abspaltbarer NH,-N nach Abzug der Kon- 
; trollen: 

Ansatz a: 0,12 mg; Ansatz b: 0,14 mg; Ansatz c: 0,90 mg; 


; auf Muskeladenylsiiure umgerechnet ergibt die Differenz zwischen Ansatz ¢ 
‘ und b eine Synthese von (0,90—0,14) ced = etwa 19 mg Adenylsiure. Wie 


/oben erwihnt, bewirkt die Acetontrockenhefe B ohne Zusatz von Fructose- 


| diphosphorsiure keine Synthese yon Adenylsiiure. 


1) Herzmuskelbrei von Tauben desaminiert nach friiheren Unter- 


‘suchungen von P. Ostern u. T. Mann [Biochem. Z. 260, 326 (1933)] in 
‘Gegenwart von m/20-Phosphat sehr rasch Adenosin, wihrend Adenylsidure 
“und Adenosintriphosphorsdiure nicht desaminiert wird. Froschmuskelbrei 
_Verhilt sich umgekehrt, so da8B bei Anwendung beider Desaminasepriparate 
“sowohl die Bestimmung von Adenosin, als auch Adenylsiiure méglich ist. 
'[P.Ostern, Przeglad Fizjologii Ruchu (polnisch, deutsche Zusammenfassung) 
'T.VI, Nr. 8 (1984)}. 
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Praparative Darstellung von Adenosintriphosphorsiur 
und Adenylsdure aus Adenosin, 
Phosphat und Fructosediphosphorsaure 
durch Einwirkung von Acetontrockenhefe B. 


Versuch XXI vom 29, XI. 1937. 50 g Acetontrockenhefe } 
und 2g Adenosin in 370 ccm H,O, 80 ccm Fructosediphosphor. 


siure (= 0,4 g P), 10 ccm Acetaldehyd 10°/,, 40 ccm Phosphat m/3— 


(py =, 15 com Toluol, wurden 30 Minuten bei Zimmertempe. 
ratur auf der Schiittelmaschine geschiittelt und dann noch 
75 Minuten bei 37° incubiert. EnteiweiBt wurde mit 500 ccm 
10°/,iger Trichloressigsiure. Das Filtrat wurde bei p,, = 9 mit 


Ba-Acetat gefallt. Aus dem Filtrat lieB sich keine Adenylsiiur & 


isolieren. Der Ba-Niederschlag wurde in 300 ccm n/2-HN(, 


aufgelést und rasch filtriert. Drei Viertel des Filtrats wurde § 


auf Adenylsiure (I.), ein Viertel auf Adenosinpolyphosphorsiiura: 
verarbeitet (IL). 


I. Die Lésung wurde mit NaOH und etwas Baryt auf p, $ ; 


alkalisiert, 15 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, de 
Niederschlag abzentrifugiert und noch 2mal mit je 250 ccm 
Wasser ausgekocht. Die vereinigten Filtrate wurden auf p,, =! 
neutralisiert und die Adenylsiure als Bleisalz gefallt. Weiter au. 
gearbeitet wurde wie in Versuch V Ausbeute 0,6 g Muskeladenylsiiure 

II. Die Reaktion der Lésung wurde mit NaOH bis zur schwach 





kongosauren Reaktion abgestumpft, worauf die Adenosinpoly- q 


phosphorsiiuren mit einem kleinen UberschuB von Quecksilber. 
nitrat gefallt wurden. Der Quecksilberniederschlag wurde ge- 
waschen, in 200 ccm Wasser aufgeschwemmt, mit H,S zersetzt 
Das Filtrat wurde durch Liiftung von H,S befreit, auf p, = 
neutralisiert und die Adenosinpolyphosphorsiuren durch Zusati 
von Ba-Acetat und 200 ccm Alkohol gefallt. Das Ba-Salz wurde 
mit wenig Wasser, dann mit 50- und 96°/,igem Alkohol ge: 
waschen und getrocknet. Ausbeute 1 g Ba-Salz. 


75 cem ('/, des Gesamtansatzes) enthielten: 


Po P7 P30 Gesamt-P 
125 mg 176 mg 187 mg 222 mg 
Analyse des lufttrocknen Ba-Salzes (auf 1 g Substanz berechnet): 
Po P7 Gesamt-P 
> mg 43,5 mg 72,5 mg 


Durch Muskeladenylsiiure abspaltbarer NH,-N: 9,15 mg 
(pz — Po)]: abspaltbarer NH,—-N = 38,5: 9,15 = 4,21 
(fiir Adenosintriphosphorsiiure ber. 4,48). 


> ine 
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rsiuree Das untersuchte Ba-Salz ist demnach adenosintriphosphor- 
» saures Barium (Reinheitsgrad etwa 60°/,). 
4 Die weitere Reinigung dieses Ba-Salzes erfolgte in iiblicher 
| Weise (Fallung des anorganischen Phosphats mit Mg-Acetat und 
nhefe BR : | NH,) und ergab reines adenosintriphosphorsaures Ba. 
osphor. , Das gesamte phosphorylierte Adenosin lag in diesem Versuch 
1at m3} in Form von Adenosintriphosphorsiure vor. Dies geht aus 
‘tempe. J B fclgendon hervor: Adenylsiureverbindungen waren nur in dem 
1 noch{e Ba-Niederschlag enthalten. Aus 1/, dieses Niederschlages wurden 
0 cen{® 0,6 g adenosintriphosphorsaures Barium isoliert, was ungefihr 
9 mit 0,25 g Adenylsiure entspricht. Aus den restlichen */, des Nieder- 
y|siiure ® schlages wurden nach alkalischer Hydrolyse 0,6 g Muskeladenyl- 
-HNO,F siure dargestellt, also 80°/, der aus dem Gehalt der Barium- 


ie 


wurden } fallung an Adenosintriphosphorsiure zu erwartenden Menge (5): 
sauren : 


_  Phosphorylierung von Adenosin und Adenylsaure 
f pI durch Phosphoglycerinsiure mit Acetontrockenhefe A. 


é 
. or ; Tabelle II. 
0 =6 : Versuch X v. 27. X. 1937. 2g Acetontrockenhefe in 20 cem Wasser 
a eal 4 aufgeschwemmt, wovon jeder Ansatz 5 ccm enthielt; auBerdem: 

Ps Ansatz a: + 5ccm H,0O. 
stiure 4 Ansatz b: + 2 ccm phosphoglycerinsaures Na m/10 (py = 7) 
hwach . + 3ccem H,0. 
npoly- : Ansatz c: +2 cem phosphoglycerinsaures Na m/10 (pq = 7) 
silber- + 2eem Adenosin (= 20 mg) + 1 cem H,0. 
@ ge a Ansatz d: -+ 2ccm phosphoglycerinsaures Na m/10 (pg = 7) 
rsetzt Ae + 2ccm adenylsaures Na (= 30 mg Adenylsiure) 

é (Py = 7) + 1 cem H,0O. 











: Nach Zusatz von je 0,3 cem Toluol wurden die Ansiitze bei 37° 
 incubiert. 
wurde fe 





l ge : Inca | 3 Minuten 15 5 Minuten 40 Minuten 90 Minuten 180 Minuten 
pations- j——___ : ‘ ans 


Brit | Po | Pr pipe} Po | Pr Pr Po Po | Pr |Pr-Po Po | Pr [Px-Pol Po | Pr [P:-Po 
Ansatz a [3,5 4,65 1,15 14,0 {4,45 0,45 |3,85'4,60 0,75 4,10'5,10 1,0 {4,0 | 4,15 0,75 
Mnsatzb [8,75 5,10) 1,85 [5,05/6,20 1,16 5,80/6,60) 1,30 16,75 8,10 1,35 |7,45) 8,75 1.3 
Busatz ¢ |3,35/5, 15 1 30 5,10/7, 10) 20 3,55/6, 30) 2 ‘55 4,60'7,10 2,50 15, 25) 8 '60 3,29 
Avsatzd [3350 6,75, 3,25 14,25'7.45| 3,20 [4,60 7,45, 2,85 [6,45 9,35 2,90|8,0 110,20, 2,20 




















In diesem Versuch sind die Geschwindigkeiten der Phos- 
phorylierung aquivalenter Mengen von Adenylsiiure und Adenosin 
' durch Phosphoglycerinsiiure verglichen. Wahrend im Ansatz d 
| (mit Adenylsaure) schon nach 3 Minuten die maximale Steigerung 
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des leicht hydrolysierbaren Phosphats (p,—p,) also maximal 
Bildung von Adenosintriphosphorsiure zu beobachten ist, s0 er. 
folgt im Ansatz c mit Adenosin eine deutliche Zunahme der Pyry. 
phosphatfraktion erst nach 15 Minuten. Nach 40 Minuten ist iy 
beiden Ansitzen die Pyrophosphatfraktion ungefahr gleich, uni 
nach 180 Minuten iiberwiegt sie im Ansatz mit Adenosin. Adenosin 
wird zwar langsamer phosphoryliert als die Adenylsiure, aber may 
erreicht bei Anwendung iquivalenter Mengen von Adenosin und 
Adenylsiure dasselbe Maximum. 

Ein sehr wesentlicher Unterschied zwischen Adenosin unj 
Adenylsiure ergibt sich beim Vergleich der Werte fiir das ap. 
organische Phosphat (p,). Im Ansatz d mit Adenylsiure uni 
Phosphoglycerinsiure sind nach 3 Stunden 8—4=4 mg! 
abgespalten, im Ansatz b, welcher nur Phosphoglycerinsiiue 
enthilt 7,45 —40=3,35 mg P, im Ansatz c mit Adenosin und 
Phosphoglycerinsiure sind dagegen nach 3 Stunden ow 
5,25 —4= 1,2 mg P abgespalten. Ohne Adenosinzusatz sind 
also aus der Phosphoglycerinsiure um 3,35 — 1,25 = 2,1 mg P 
mehr in Freiheit gesetzt worden als im Ansatz mit Adenosin, 
Diese Feststellung kann nur in dem Sinn gedeutet 
werden, daB die 2,1 mg anorganischen Phosphors durch 
Adenosin gebunden worden sind. Im Ansatz mit Adenyl- 
siure findet keine Bindung von anorganischem Phosphor statt. 
die Spaltung der Phosphoglycerinsiiure wird gegeniiber der Kon- 
trolle ohne Adenylsiiure (Ansatz b) nur wenig beschleunigt, woraus 
hervorgeht, daB die Acetontrockenhefe A so viel von eigener 
»Cophosphorylase“ enthilt, da8 ein weiterer Zusatz von Adeny- 
siure die Geschwindigkeit der Phosphoglycerinsiurespaltung nicht 
mehr erhéhen kann. 


Phosphorylierung des Adenosins durch dialysierte 
Acetontrockenhefe nach Zusatz von 
Fructosediphosphorsiure oder Phosphoglycerinsiure. 


Tabelle III. 


Versuch 11. B., 9. XI. 1937. 10g Acetontrockenhefe A in 50 ccm 
Wasser aufgeschwemmt, 20 Stunden dialysiert. Es wurde 6,5 mg Mg” (als 
MgCl,) und 3,3 mg Mn” (als MnCl,) zugesetzt, mit n-NaOH neutralisiert. 
Jeder Ansatz enthilt 5 ccm Hefeaufschwemmung, auferdem: 


Ansatz a: +3 cem Adenosin (= 30 mg) +2 cem m/10-Phosphat 
(py = 7) + 2cem H,0. 


N 

- 

a 

, MN 
- 

A - 
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ximale : Ansatz b: +3 cem Adenosin (= 30mg) + 2 cem. m/10-Phosphat 
80 er. pq = 7) + 1,5 com m/10-Fructosediphosphat + 0,5 ccm 4°/, Acetaldehyd. 





































Pyro. : Ansatz ¢: + 2,5 cem Adenosin (= 25 mg) + 2 ccm m/10-Phosphat 
Ist in J (py = 7) + 2,5 com Phosphoglycerinsiiure (= 80 mg Ba-Salz). 


h, “ Ansatz d: + 2,5cem Adenosin (= 25mg) + 2,5 cem Phosphoglycerin- 
lenosin  giure (=~ 80 mg Ba-Salz) + 2 cem H,O. 
Tr man Ansatz e: + 2,5 cem Phosphoglycerinsiiure (= 80 mg Ba- Salz) 


m und + 4.5 cem H,0. 


Nach Zusatz von je 0,5cem Toluol wurden die Ansiitze bei 37° unter 


9 

















> j ifterem Umschiitteln 2. 60, 3. 120 Minuten inkubiert (1. = Anfangswert). 
aS al- 
e und ‘ , . : 
ae b 1. 0 Minuten __ 2. 60 Minuten 3. 120 Minuten 
o* 2 i } ' 
nsiiure Je cu Anorg. P. | Anorg. P. | Zuwachs an Anorg. P. | Zuwachs an 
E bation oem inmg | anorg. P mms | sanorg. P 
nud ” pro Gesamt-| pro Gesamt-|  ~. B- pro Gesamt-| “%°"8- ©: 
ansatz ansatz ei ansatz ow 
hu 
sini a 6,60 6,80 — 0,30 6,18 —0,42 
mg Pe s | 7,921) 7,38 | —0,54 6,18 —1,74 
nosin. Wl 24° 6,54 8,49 + 1,95 8,64 +21 
a 2 |: 0,48 123 | +0,75 1,95 1,47 
eutet e 0,53 3,75 + 2,22 4,62 +4,09 
lurch & 
oo ' Aus der Tab. III ist ersichtlich, daB dialysierte aktive Aceton- 
Stall, 


_ trockenhefe A in Gegenwart von Adenosin allein nur wenig Phos- 


Kon | phorsiure bindet. Nach 1 Stunde sind nur 0,30, nach 2 Stun- 


en den 0,42 mg P verschwunden. In dem Ansatz mit Fructose- 


Sn @ diphosphorséure und Adenosin (b) ist dagegen nach 2 Stunden 
ye | 174mg P, also mehr als die 4fache Menge von anorganischem 
nicht Phosphat gebunden worden. ‘Tatsiichlich ist diese Menge noch 
_ héher, da in Abwesenheit von Adenosin aus Fructosediphosphor- 
siure durch dialysierte Hefe, wie wir uns in anderen Versuchen 
te [— iiberzeugten, anorganisches Phosphat abgespalten wird. 
j Auch bei Zusatz von Phosphoglycerinsiure und Adenosin 
ure. — erfolgt eine reichliche Bindung von anorganischem Phosphat, wie 
aus der Gegeniiberstellung der P-Werte in den Ansiitzen d und e 
| hervorgeht. Ohne Zusatz von Adenosin sind im Ansatze nach 
0 com FL Stunde 2,22 mg P, nach 2 Stunden 4,09 mg P abgespalten worden. 


(als {| Im Ansatz d, welcher auBer Phosphoglycerinsiure noch Adenosin 
lisiert. @ enthilt, lauten die entsprechenden Werte 0,75 und 1,47 mg P. 


psphat !) Die angewandte Lésung der Fructosediphosphorsiiure enthielt an- 
' organisches Phosphat. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLI. 18 





P. Ostern, T. Baranowski und J. Terszakoweé, 


© 


274 


Es sind also nach 1 Stunde 2,22 — 0,75 = 1,47 mg P, nach 
2 Stunden 4,09 — 1,47 = 2,62 mg P durch Adenosin in Gegenwart 
von Phosphoglycerinsiiure gebunden worden. Dieser Versuch zeigt 
also, daB die Fiahigkeit von dialysierter Acetontrockenhefe zy 
Phosphorylierung des Adenosins mit anorganischem Phosphat 
durch Zusatz von Phosphoglycerinsiure oder Fructosediphosphor. 
siure restituiert wird. 


KinfluB von Giften 
(Fluorid, Jodessigsiure und Phlorrhizin) 
auf die Phosphorylierung des Adenosins 
durch Fructosediphosphorsaure in dialysierter 
Acetontrockenhefe. 


Tabelle IV. 


Versuch 14 B., 22. XI. 1937. 10g Acetontrockenhefe B in 50 ccm 
Wasser aufgeschwemmt, 13 Stunden dialysiert mit n-NaOH neutralisiert: 
jeder Ansatz enthiilt 5 cem Hefeaufschwemmung, auSerdem: 


+3 ccm Adenosin (= 27 mg) + 2 cem m/20-Fructose- 
»igen Acetaldehyd + 2cem H,O. 


Ansatz a: 
diphosphorsiiure + 1 cem 2° 


Ansatz b wie a. 


Ansatz ¢: + 3 ccm Adenosin (= 27mg) + 2 cem m/10-Phosphat 
(py = 7) + 2cem Fructosediphosphat + 1 cem 2°/,igen Acetaldehyd. 
Ansatz d: + 3 cem Adenosin (= 27 mg) + 2 cem m/20- Fructose- 


diphosphat+1ecm 2°/,igen Acetaldehyd+0,5 cem m/2-Fluorid +1,5 cem HV. 
Ansatz e: + 3 cem Adenosin (= 27 mg) + 2cem m/20-Fructose- 
diphosphat + 1cem 2°/,igen Acetaldehyd + 1,3 cem m/10-Phlorrhizin + 
0,7 eem H,0. 
Ansatz f: +3 ccm Adenosin (= 27 mg) + 2cem m/20-Fructosedi- 
phosphat +1 ccm 2°/,igen Acetaldehyd +0,3 ccm m/10-Jodacetat + 1,7 cem H,". 
Ansatz a wurde sofort enteiweibt. Die anderen wurden nach Zusati 
von je 0,5cem Toluol im Thermostat bei 37° 90 Minuten incubiert. 


abspaltbarer NH,-N nach Abzug der 


Durch Muskeldesaminase 

















Kontrollen. 
Ansatz a b ¢}) d e f 
0,046 | 0,328 | 0,637 | 0,208] 0,103] 0,085 
Differenz gegen Ansatz a — | 0,282] 0,591] 0,162] 0,057] 0,042 
Zuwachs an Muskeladenylsiure || _ 7,80 |15,7 4.9 1,5 11 




















in mg 


1) Im Ansatz ec wurden um 2,5 mg mehr anorganischen Phosphor: 
gebunden, als im Ansatz a, zu dem kein Phosphat zugesetzt wurde. 
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Dieser Versuch (Tab. IV) zeigt vor allem, daB auch bei der 
" inaktiven und dialysierten Netbtnotkanbole B die Fahigkeit zur 
 Adenylsiuresynthese durch Zusatz von Fructosediphosphorsiure 
- restituiert wird. Weiterhin folgt aus diesem Versuch, dab bei 
Gegenwart von Phosphat, Fructosediphosphorsiure and Acet- 
B aldehyd die doppelte Menge von Adenylsiure aus Adenosin synthe- 


‘tisiert wird, als in Anwesenheit von Fructosediphosphorsiure und 
3 Scetaldehyd allein. Das Vergiftungsbild durch Fluorid, Phlor- 
'rvhizin und Jodessigsiure entspricht dem, welches wir schon aus 
' Versuchen mit nichtdialysierter Acetontrockenhefe kennen. Fluorid 
| gibt eine teilweise Hemmung (etwa 40°/,); durch Phlorrhizin und 


Jodacetat wird dagegen die Synthese der Adenylsiiure aus Adenosin, 


; Fructosediphosphorsaure und anorganischem Phosphat beinahe voll- 
- stindig aufgehoben. 


Kintlu8 von Giften 
(Fluorid, Jodessigsiure und Phlorrhizin) 
auf die Phosphorylierung des Adenosins 
~ mit Phosphoglycerinsiure 
durch dialysierte Trockenhefe. 


Tabelle V. 


Versuch 19B, 22. XI. 1937. 10 g Acetontrockenhefe B in 50 ecem 
| Wasser aufgeschwemmt 13 Stunden dialysiert mit n/1-NaOH neutralisiert. 
Jeder Ansatz enthilt davon 5 cem und auBSerdem wie angegeben. 


Kontrolle: 5 cem Hefeaufschwemmung sofort enteiweiBt. 


Ansatz a: + 2 cem phosphoglycerinsaures Natrium (= 64 mg Ba-Salz) 
+6cem H,O. 

Ansatz b: + 2cem Adenosin (= 18 mg) + 2 cem phosphoglycerinsaures 
Natrium (= 64 mg Ba-Salz) + 4 cem H,O. 


Ansatz c: + 2cem Adenosin (= 18 mg) + 2 ecm phosphoglycerinsaures 


' Natrium (= 64 mg Ba-Saiz) + 2 cem m/10-Phosphat (pg = 7) + 2 cem H,0O. 


Ansatz d: + 2cem Adenosin (= 18 mg) + 2 cem phosphoglycerinsaures 


| Natrium (= 64 mg Ba-Salz) + 2 cem m/10-Phosphat (py = 7) + 0,5 eem 
| in/2-Fluorid + 1,5 eem H,O. 


Ansatz e: + 2. cem Adenosin (= 18 mg) + 2 eem m/10-Phosphat (py = 7) 


> +1,3 cem m/10-Phlorrhizin + 0,7 cem H,0. 


Ansatz f: + 2 cem Adenosin (= 18 mg) + 2ccm phosphoglycerinsanres 


_ Natrium (= 64 mg Ba-Salz) + 2 cem m/10-Phosphat (pq = 7) + 0,3 cem 
| m/10-Jodacetat + 1,7 cem H,0. 


i Nach Zusatz von je 0,5 cem Toluol wurden die Ansiitze bei 37° unter 
| Ofterem Umschiitteln 120 Minuten incubiert. 


8 
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Durch Muskeldesaminase Zuwachs an 
abspaltbarer NH,—N Muskeladeny). 
P, i, Pe OR aT ke 
Nach Abzug Differenz pro Gesamt- 
der Kontrollen | gegen Ansatz I ansatz 
Kontrolle | 0,85 | 0,88] 1,02 — | — — 
Ansatz a | 2,11 | 2,76] 3,96 0,074 —- ~ 
Ansatz b | 1,81 | 2,72] 3,74 0,303 0,229 6,0 
Ansatze | 7,9 | 11,1 | 12,4 0,388 0,309 8,05 
Ansatz d | 6,65 | 7,85] 8,78 0,113 0,039 1,0 
Ansatz e | 7,7 8.9 | 9,2 0,138 0,064 1,6 
Ansatz f | 8,73 }11,0 | 11,9 0,364 0,290 7,6 


Durch Zusatz von Phosphoglycerinsiiure wird dialysierte 
Acetontrockenhefe B zur Synthese der Muskeladenylsiure au 
Adenosin befahigt. Der Einflu8 von anorganischem Phosphat ist 
bei dieser Synthese weniger ausgesprochen, als bei der Synthese 
aus Fructosediphosphorsiure und Adenosin. Wir beobachten hier 
nur eine geringe Bindung von anorganischem Phosphat [ Differen 
zwischen Ansatz b—a = 0,3 mg P*)], dem selbstverstandlich em 
Zuwachs von Muskeladenylsiure entspricht. [m Ansatz von Phospho- 
glycerinsiure, Adenosin und Phosphat entstand 8,05 mg Adenyl- 
siure, also um 30°/, mehr als im Ansatz b, welcher nur Adenosin 
und Phosphoglycerinsiure enthielt. 

Durch Gifte wird diese Synthese folgendermafen beeinflubt: 
Fluorid und Phiorrhizin hebt die Phosphorylierung des Adenosins 
praktisch auf. Jodessigsiure gibt dagegen iiberhaupt keine Hen- 
mung. Die Tatsache, daB die Adenylsiurebildung aus Adenosin 
und Phosphoglycerinsiure in anderer Weise beeinfluBt wird al 
die Phosphorylierung des Adenosins durch Fructosediphosphor- 
siure und Phosphat, beweist, daB der Mechanismus beider Syn- 
thesen verschieden ist. Die ‘l'atsache, da’ Phlorrhizin auch die 
Synthese aus Phosphoglycerinsiure und Adenosin hemmt, sprichi 
nach dem oben Gesagten dafiir, daB auBer der einfachen Phosphat- 
tibertragung aus Phosphoglycerinsiure auf Adenosin noch eit 
anderer Faktor im Spiele ist — wahrscheinlich die Bindung von 


*) Dieser Versuch ist in bezug auf die Phosphatbindung nicht gau 
schliissig. Es wiire niimlich denkbar, daB durch Bildung von Adenylsiure 
die Abspaltung von anorganischem Phosphat aus Phosphoglycerinsiure be- 
schleunigt wird. In diesem Fall wire der angenommene Schwund von 
0,3 g P zu gering, da dazu noch diejenige Menge von Phosphat zuzurech: 
nen wire, welche bei der erhéhten Konzentration der Adenylsiure ab- 
gespalten wird. 
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| ' anorganischem Phosphat —, da durch Phlorrhizin direkte Phos- 
Bion : phatiibertragungen im allgemeinen weniger gehemmt werden als 


in mg [f die Phosphorylierung durch anorganisches Phosphat. 
resant- 
satz 


Phosphatibertragung aus Adenylsaure. 


| Tabelle VI. 
) Versuch XVII, 17. XI. 1937. 5 g Acetontrockenhefe A in 50 cem 

















“ Wasser wurden 12Stunden dialysiert; jeder Ansatz enthilt 5 cem Hefe- 
6 aufsehwemmung und auferdem: 
6 Ansatz a: + 5ecem H,O. 
Ansatz b: + 3 cem (= 45 mg) adenylsaures Na (py = 7) + 2 cem H,O. 
| rey TTA r) > 
y Slerte Ansatz c: + 2cem Embden-Ester (= 6 mg P) + 3 cem H,0. 
% sy Ansatz d: + 2cem Embden- Ester + 3cem(= 45 mg) adenylsaures Na. 
at ist 

mthese Nach Zusatz von je 0,3 ccm Toluol wurde 2 Stunden bei 37° incubiert. 
n hier = 
fleren: mg pro Gesamtsansatz A re Pus Gesamt-P 
ch ein } Ansatz a . 1,60 1,65 2,10 2,75 
ospho- J Ansatz b . bee Bo Fe 1,65 2,55 3,05 6,20 
denyl- Mme Ansatzc .........-. 2,75 3,40 3,90 8,20 

‘. @ Ansatz d . 2,15 4,35 6,15 11,60 
enosin 
nflubt: Me Im Ansatz d mit Embden-Ester und Adenylsiure ist eine 
nosin | LU2ahme des nach 30 Minuten Hydrolyse in n/1-HCl abspaltbaren 


Hen. @ /bosphats gegeniiber den Kontrollen a, b, c zu verzeichnen. Dabei 
| ist Differenz P,—P, ungefihr gleich der Differenz P.,—P,, woraus 


nos 30 

‘d ak “Ue Bildung von Fructosediphosphorsaure hervorgeht. 

sphor- 

Syn: Diskussion. 

h de & Wir fassen die Ergebnisse der Versuche folgendermafen 

pricht JF zusammen: 

rs ; 1. Frische plasmolysierte Bierhefe verbindet zugesetztes 
™ | Adenosin mit zugesetztem anorganischem Phosphat zu Adenosin- 

‘4 4 ee ° ee 

is polyphosphorsaiuren, welche sich von der Adenosin-5-monophos- 

ens ' phorsiure herleiten. Dieselbe Umsetzung wird auch durch Aceton- 


hates trockenhefe bewirkt, die aus frischer Brauereihefe (in gutem 

re be # Krnihrungszustand) dargestellt worden ist. 

7 2. Dialysierte Acetontrockenhefe, Macerationssaft nach Lebe- 

urech 7 ; : ‘ ; i 

e ab “ew sowie frische Brauereihefe in schlechtem Ernahrungs- 
| Zustand (arm an organischen Phosphorverbindungen, insbesondere 
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an Harden-Young-Ester) sowie aus solcher Hefe bereitete Acetop. 
trockenhefe bewirken keine Phosphorylierung des Adenosins, ode; 
nur in sehr schwachem Mabe. 

3. Diese Praparate enthalten indessen die Enzyme, welche 
Adenosin in seine 5-Phosphorverbindungen iberfihren: naci 
Zusatz von Harden-Young-Kster oder nach Zusatz von Phospho. 
glycerinsiure geht das Adenosin in Phosphorverbindungen iiber 
die durch Muskelbrei desaminiert werden. Bei der Phosphatiiber. 
tragung aus Phosphoglycerinsiure oder Fructosediphosphorsiiure 
wird auBerdem anorganisches Phosphat gebunden. 

4, Die Phosphorylierung durch frische, plasmolysierte Bier. 
hefe und anorganisches Phosphat wird durch Zusatz von Jod. 
acetat oder Phlorrhizin aufgehoben, durch Zusatz von Fluorid 
nur verlangsamt. Cyanid ist ohne Wirkung. 


Die Phosphorylierung durch solche Priiparate, zu welche: 
die oben erwahnten Phosphorsiureester zugesetzt werden miissen, 
wird je nach dem Phosphatdonator durch verschiedene Gifte aul. 
gehoben. Die Phosphatiibertragung aus Phosphoglycerinsiure wird 
durch Fluorid gehemmt, die Phosphatiibertragung aus Harden- 
Young-KEster wird durch 3/,,n-Fluorid nur verlangsamt, aber 
durch Jodacetat, das die Phosphatiibertragung aus Phospho- 
glycerinsiure nicht beeinflubt, ganz aufgehoben. 

Durch diese Beobachtungen wird der Aufbau der Adenosit- 
5-phosphorsiureverbindungen aus Adenosin in klarer Weise fest- 
gelegt. Diejenigen Phosphatiibertrager, welche nach _friiheres 
Untersuchungen von C. und T. Mann?) Adenylsaiure in Adenosin- 
polyphosphorsiure iiberfiihren, erweisen sich jetzt als Phosphat- 
iibertriiger, welche Adenosin phosphorylieren. Die Phosphatiiber- 
tragungen werden in genau der gleichen Weise durch Gifte be- 
einfluBt. Dies legt die Annahme nahe, daB die Reaktionen, die 
von ©. und T.Mann beobachtet worden sind, einen Teil der- 
jenigen Reaktionsketten darstellen, die hier beschrieben werden, 
und die von Adenosin zu den Adenosinpolyphosphorsauren fiihrer. 

Welche Rolle darf man diesen Vorgingen in der alkoholischen 
Girung beilegen? Die Intensitit, mit welcher die Phosphorylierung 
verliuft, der Umstand, daB sie auf Adenosin — nicht aber aul 
Guanosin oder d-Ribose — beschrinkt ist, lassen vermuten, dab 
diese Reaktionskette zum Mechanismus der alkoholischen Girung 
gehért. Die Vorstellungen, welche von Parnas und OC, und 


1) Biochem. Z. 281, 140 (1935). 
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Aceton. ET. Mann?) tiber die Rolle der Adenosintriphosphorsiure als An- 
8, Oder JF fangs-Co-Enzym der alkoholischen Girung entwickelt worden sind, 
finden hier eine sinngemaBe Anwendung, jedoch mit der wesent- 

Welche [lichen Anderung, da8B die Co-Enzymfunktion sich zwischen den 
nach {fF Endgliedern des Systems Adenosintriphosphorsiiure — Adenosin — 


ospho. [F bewegt. In diesem neuartigen System fungieren als Phosphat- 
1 tiber donatoren (Cophosphorylasen nach der v. Eulerschen Nomenklatur) 
atiiber. 7 die Adenosintriphosphorsiure — wahrscheinlich auch Adenosin- 
rsiiure diphosphorséure — und die Adenylsiure; als Phosphatacceptoren 
' des Co-Enzymsystems Adenosin, Adenylsiiure und wahrscheinlich 
- Bier. fF auch Adenosindiphosphorsiure. 
1 Jod. Wir betrachten die hier aufgeziihlten Phosphatdonatoren 
‘luorid [J weiterhin als diejenigen, aus welchen Phosphatgruppen auf die 


E Intermediirprodukte des Zuckerabbaus iibergehen. Unter den | 
elche, @ Reaktionen, welche diese Phosphatdonatoren aufbauen, erkennen 
| wir bekannte Vorgiinge wieder: in der Phosphatiibertragung aus 


iissen, 

Q gl Phosphoglycerinsiure diejenige Reaktion, welcher Parnas, Ostern 

e wird je wd Mann”) zuerst auf die Spur gekommen sind, und welche 

~den- ‘ dann von Ostern, Baranowski und Reis*) am Muskel direkt 
aber | uachgewiesen worden ist; in der fluoridunempfindlichen, aber jod- 


spho- 4 essigsiiureempfindlichen Ubertragung von anorganischem Phosphat, 
' die an den oxydoreduktiven Zerfall des Harden-Young-Ksters 
vebunden ist, erkennen wir die Reaktion, die Warburg und 


10sin- FS 

fest BP Christian‘) in isolierten Systemen von Hefebestandteilen, 
heren ane 

osin- ) Biochem. Z. 281, 168 (1935). *) Biochem. Z. 272, 64 (1934). 
phat- 3 *) Biochem. Z. 279, 85 (1935). 

7 3 4) Biochem. Z. 287, 291 (1936). Es sind zwar schon vor Warburg 


' Beobachtungen iiber oxydative Phosphorylierungen von Engelhardt, 
be- | Dische, Schaffner sowie Runnstrém gemacht worden, Warburg 


, die JF. war aber der erste, welcher die stéchiometrischen Beziehungen zwischen 
; ’ 4 
der- M@ en Oxydoreduktionen und den Phosphorylierungen entdeckt hat. War- 
eden, fe burg beschreibt folgende Reaktion in seinem Giirtest: 
hren. 4 I, Hexosemonophosphorsiiure + 2 Acetaldehyd + H,O = Brenztraubensiure 
“ + Phosphoglycerinsiiure + 2 Alkohol (Nilssonsche Reaktion). 
run: fe Il. Hexosemonophosphorsiiure + H,PO, = Hexosediphosphorsiure + H,O 
sul : (Hardensche Reaktion). 


dab 3 Summe: 2 Hexosemonophosphorsiure + H,PO, + 2 Acetaldehyd = Hexose- 

1a E di ee 2s ») insia » 
4 iphosphorsiure + Brenztraubensiiure + Phosphoglycerinsiure 

a q + 2 Alkohol (Warburgsche Reaktion). 

und : Voraussetzung fiir den Ablauf dieser Reaktionsfolge ist die Gegenwart 

_  beider Co-Enzyme der Garung (,,Adeninnucleotid“ und Cozymase), welche 

an diesen Reaktionen teilnehmen. 
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Schaffner’) in Hefeextrakten, Dische?) an Erythrocyien, 
Meyerhof?) und D. M. Needham‘) in Muskelsystemen unj 
Kalckar*) an der Niere beobachtet haben. Nur greifen hie 
diese beiden Phosphorylierungen am Adenosin an. 

Daraus ergibt sich die Frage, wie der absteigende Zweig 
im System beschaffen ist, dessen aufsteigenden Zweig wir soeben 
erértert haben. Im Muskel erfolgt die Phosphatiibertragung unter 
Ubergang von Adenosintriphosphorsiure in Adenylsiure. Dic 
Phosphorylierungen in der Hefe unterscheiden sich von den 
Phosphorylierungen im Muskel dadurch, daB in der Hefe auch 
Adenylsiure Phosphatdonator ist. Woraus geht dies hervor? 

C. Neuberg®) hat im Jahre 1935, gleichzeitig mit den Ver- 
suchen von C. und T. Mann, iiber folgende Beobachtungen be- 
richtet: Bei Zusatz von Neuberg-Kster und_ iiberschiissiger 
Adenylsiure zu frischer, abgepreBter Bierunterhefe entstand 
Fructosediphosphorsiure, deren Bildung in Kontrollansitzen — 
ohne Adenylsiture — ausblieb. In diesen Versuchen ist dic 
Adenylsiure ganz offenbar der Donator der Phosphatgruppe fir 
den Embden-Ester. 

Wir haben in einem dhnlichen Versuch gefunden, daB nach 
Zusatz von Embden-KHster und Adenylsiiure zu Hefe die Bildung 
von Harden-Young-KEster stattfindet. Besonders iberzeugend 
aber sind Versuche, iiber welche anderweitig gemeinsam mit 
G. Hevesy und J. K. Parnas berichtet wird. Radioaktiver 
Phosphor aus Adenylsiiure (P%?) findet sich nach Incubation mit 
Hefe und Glucose in der nach 30 Minuten Hydrolyse in n/1-HCl 
abgespaltenen Phosphatfraktion, ist also in den Harden-Young- 
Ester iibergegangen. 

Es ergeben sich aber weitere Vorstellungen, die heute noch 
nicht so schliissig begriindet werden kénnen, wie das oben Er- 
érterte, die aber sowohl durch das hier Mitgeteilte, als auch 
durch wichtige Versuche von v. Euler’), Meyerhof’) und 
D. M. Needham‘) gestiitzt erscheinen: sie fiihren uns in das 


1) Schaffner u. Bauer, Diese Z. 232, 218 (1935); 248, 159 (1937). 

2) Enzymologia 1, 288 (1937). 

8) Meyerhof-Ohlmeyer, Biochem. Z. 290, 334 (1937). 

4) D. M. Needham u. R. K. Pillai, Biochemic. J. 31, 1837 (1937). 

5) Enzymologia II, 47 (1937). 8 a. a. O. S. 261. 

7) y. Euler u. Adler, Diese Z. 246, 83 (1937); v. Euler, Adler, 
Ginther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1937). 

8) a. a. O. S. 261. 
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Gebiet der Cozymase hiniiber. Was bedeutet die Phosphory- 
lierung des Adenosins? Wir wissen nicht bestimmt, ob Adenosin 
in der Hefe vorkommt; in bisherigen Versuchen fanden wir es 
nicht, aber wir bemihen uns in immer gréBer angesetzten Ver- 
suchen sicher festzustellen, ob es wirklich nicht vorhanden ist. 
Sollte es sich tatsiichlich erweisen, da in der Hefe kein freies 
Adenosin — und keine Adenylsiure — vorkommen, so wire 
der Schlu8 gerechtfertigt, daB Adenosintriphosphorsiure aus der 
Cozymase entsteht. Diesen SchluB finden wir schon bei Meyerhof 
und Ohlmeyer’), sowie v. Kuler’). Die Frage nach dem 
Mechanismus der Phosphatiibertragung, die mit Oxydoreduktionen 
verbunden ist, in welchen die Cozymase als Wasserstoffiiber- 
triger fungiert, ist als ,gekoppelte’ Phosphatiibertragung nur 


' vorliufig und keineswegs zufriedenstellend bezeichnet; man wird 


bestimmte Vorstellungen iiber den Mechanismus dieser Reak- 
tionen suchen miissen, dbnlich wie man sie fiir Phosphat- 
iibertragungen anderer Art gefunden hat. Man weif noch wenig 
Bestimmtes tiber den Bau der Cozymase; die Dihydro-cozymase 
ist nicht isoliert worden und man weif nicht sicher, was sie 
eigentlich ist, denn nur der Zustand der Pyridingruppe ist in 
ihr charakterisiert [Warburg und Christian’)}. Wir méchten 
die folgende Vorstellung zur Diskussion stellen: Fiir den Muskel 
nehmen wir an — und dies scheint mit Gedanken von 
Meyerhof und Euler iibereinzustimmen — daB aus der UCo- 
zymase wirklich die Cophosphorylase wird, also nach unseren 
Vorstellungen eine Adenosinpolyphosphorsiiure im Muskel, aber 


' Adenylsiure in der Hefe. Wir setzen weiter voraus, dab 
mit der Bindung von zwei Wasserstoffatomen an den 
| Pyridinkern eine solche Verainderung im Cozymase- 
» molekil erfolgt, daB dieses Dinucleotid einer Phos- 
' phorolyse unterliegt; die Wasserstoffanlagerung am Pyridin- 


: kern und Phosphatanlagerung an den Phosphatrest der Adenyl- 


' siurehilfte der Cozymase erfolgen zusammen‘). Dadurch ent- 


steht Adenosindiphosphorsiure; da zugleich Phosphoglycerinsiure 
entstanden ist, so wird — in nicht fluoridvergifteten Knzym- 


1) a. a. O. S. 280. 2) a. a. O. S. 280. 

*) Biochem. Z. 282, 156 (1935). 

*) Vielleicht in dem Sinne, daB die Hydrierung am Pyridinkern die 
Phosphorolyse erméglicht, vielleicht aber ist die gleichzeitige Phosphoro- 
lyse im Muskel oder Hydrolyse in der Hefe — vgl. unten — ein Faktor, 
der das Gleichgewicht nach der Seite des hydrierten Systems verschiebt. 
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priiparaten — eine weitere Phosphatgruppe auf die Adenosin. 
diphosphorsiure iibertragen. Letzteres mu8 natiirlich nicht not. 
wendig der Fall sein. Wir entwickeln diese Vorstellungen 
vorliufig fiir den Muskel und werden dann zur Hefe iibergehen, 
Die Phosphatreste aus der Adenosintriphosphorsiure oder Adenosin. 
diphosphorsiure gehen auf einen Acceptor iiber: Kreatin, Embden- 
Ester oder Wasser, der Wasserstoff der Dihydrocozymase auf Brenz. 
traubensiure oder Phosphodioxyaceton, es erfolgt dann eine Wieder. 
verbindung des Adenylsiiurerestes mit dem Pyridinnucleotid ay 
der Stelle, an der die beiden Nucleotide bei der Wasserstofi 
anlagerung an den Pyridinkern auseinander gegangen sind. Diese 
Vorstellung enthilt also die Annahme, daB bei der Hydrierung 
der Cozymase eine Bindung zwischen der Pyridinhalfte und der 
Adeninhilfte der Cozymase durch Phosphorolyse, d. h. durch 
Aufnahme eines Phosphatrestes auseinander geht, und bei der 
Dehydrierung wiederhergestellt wird, falls der aufgenommene 
Phosphatrest inzwischen abgespalten worden ist. Ob bei dieser 
Aufspaltung die beiden Halften irgendwie zusammengehalten 
werden — vielleicht nur durch einen kolloiden, hochmolekularen 
Trager — dariiber kann man nichts aussagen und nur Ver. 
mutungen dufern. 

In der Hefe miiBte dieser Mechanismus etwas anders fuuk- 
tionieren, denn hier wird Adenosin phosphoryliert, was im Muskel 
nicht geschieht. Wir stellen uns vor, dab hier eine Hydrolyse 
ebenso bei Hydrierung des Pyridinkerns erfolgt, wie die Phos- 
phorolyse im Muskel, wie wir das oben fiir den Muskel ent- 
wickelt haben; daB aber in der Folge die Adenylsiure durch 
Phosphatiibertragung auf andere Acceptoren bis zum Adenosin 
degradiert wird. Fiir die Riickbildung der Cozymase, die bei der 
Dehydrierung des Pyridinkerns stattfindet, nehmen wir eine Re- 
aktion an: 


Adenosin + Phosphat + Dihydropyridinnucleotid 
+ X = XH, + Cozymase + 2H,0O. 


Um diese Vorstellungen anschaulicher zu machen — d.h. um 
sie an geliufigere Vorstellungen anzugliedern — stellen wir den 
Mechanismus der oxydoreduktiven Phosphatiibertragung durcli 
Cozymase mit den Vorstellungen von Krebs und Henseleit' 
iiber die Harnstoffbildung zusammen. Die Cozymase entspriiche 
dem Arginin; der Hydrolyse des Arginins zu Harnstoff und 


1) Krebs u. Henseleit, Diese Z. 210, 33 (1932). 





SQ 


pa) 








NOsin- 
t not. 
ungen 
zehen, 
NOSin- 
yden. 
srenz- 
ieder- 
id an 
rstoti- 
Diese 
erung 
d der 
durch 
1 der 
mene 
dieser 
alten 


laren 
Ver- 


funk- 
uskel 
‘olyse 
Phos- 

ent- 
lurch 
nosin 
1 der 


» Re. 


1. UN 
den 
lurcli 
eit} 
‘ache 

und 





Uber die Phosphorylierung des Adenosins durch Hefe usw. 9283 


Ornithin wiirde die Phosphorylose der Dihydro-Cozymase zu Di- 
hydropyridinnucleotid und Adenosindiphosphorsiure entsprechen. 
Die Synthese aus Adenosin, Phosphat und Dihydropyridinnucleotid 
wire mit der Synthese des Citrullins aus Ammoniak, CO, und 


Ornithin in Parallele zu setzen. 


Wenn in der Hefe Adenylsaiure entstanden ist und zugleich 


' aus der Phosphotriose Phosphoglycerinsiiure, dann kann aus der 


Adenylsiure eine Adenosinpolyphosphorsiure entstehen und ihre 
Phosphatreste an Kohlenhydratacceptoren weitergeben. Es kann 
aus der Phosphoglycerinsiure nach der von uns _beschriebenen 


| Reaktion das Phosphat auch auf Adenosin iibergehen, wenn dieses 


im UberschuB8 vorhanden ist. Dieser Weg der Phosphorylierung 


_ wiirde also einen Teil der ,gekoppelten“ Phosphorylierung durch 


Cozymase bedeuten, und es ist nun verstindlich, weshalb diese 
Phosphorylierung — aus Harden-Young-Ester — durch Fluorid 
verlangsamt, aber nicht aufgehoben wird. In unserem kiinstlichen 
System mit Adenosinzusatz verliuft nach den hier entwickelten 
Vorstellungen die Phosphorylierung so, daB die Adenylsiiure aus 
Cozymase entsteht, durch Phosphoglycerinsiure zu Adenosin- 
polyphosphorsiure phosphoryliert wird, und daB in der Folge 
aus dem in unseren Versuchen zugesetzten Adenosin und Phos- 
phat in Verbindung mit der Wasserstoffiibertragung aus der Di- 
hydro -cozymase (oder Dihydropyridinnucleotid) die Cozymase 
wieder restituiert wird. 


Zusammenfassting. 


1. Aus Adenosin und Phosphat werden durch frische Bier- 
hefe und Acetontrockenhefe, die aus gut girender Bierhefe be- 
reitet worden ist, Adenosinpolyphosphorsiéuren (Adenosintriphos- 
phorsiure und Adenosindiphosphorsiure) synthetisiert. 

2. Die Phosphorylierung des Adenosins findet spezifisch an 
Kohlenstoff 5 der d-Ribose statt. Guanosin und freie d-Ribose 
werden nicht phosphoryliert. 

3. Es wird eine priparative Methode zur Darstellung der 
Muskeladenylsiure und Adenosintriphosphorsiure aus Adenosin 
angegeben. 

4. Im Skelett- und Herzmuskelbrei (sowie Extrakten) wird 
Adenosin nicht phosphoryliert. 

5. Dialysierte Hefe, Macerationssaft nach Lebedew, laingere 
Zeit aufbewahrte Trockenhefe, sowie Acetontrockenhefe, welche 
aus Bierhefe bereitet worden ist, die sich in schlechtem Er- 
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nahrungszustand befand, bilden aus Phosphat und Adenosin keine 
Adenylsiiure und keine Adenosinpolyphosphorsiuren. 

6. Die Fahigkeit dieser Enzympraparate zur Synthese vou 
Adenosinpolyphosphorsiuren wird durch Zusatz von Fructose- 
diphosphorsiure oder Phosphoglycerinsiure wiederhergestellt. Bei 
der Phosphorylierung durch F'ructosediphosphorsiure und Phospho- 
glycerinsiure wird anorganisches Phosphat gebunden. 

7. Durch Jodacetat und Phlorrhizin wird die Synthese der 
Adenosinpolyphosphorsiuren aus Adenosin, Phosphat und Fructose- 
diphosphorsaure aufgehoben, durch Fluorid nur verlangsamt. Cyanid 
ist ohne EinfluB. 

8. Im Gegensatz dazu wird die Synthese der Adenosinpoly- 
phosphorséiuren aus Adenosin und Phosphoglycerinsiure durch 
Jodacetat nicht gehemmt, durch Fluorid aber aufgehoben. 

9. Es bestehen demnach in der Hefe zwei Mechanismen der 
Synthese von Adenosinpolyphosphorsiuren aus Adenosin: der eine 
ist an den oxydoreduktiven Zerfall der Fructosediphosphorsiure 
unter gleichzeitiger Aufnahme von’ anorganischem Phosphat ge- 
bunden; bei dem anderen wirkt Phosphoglycerinsaure als Phos- 
phatdonator, aber auBerdem wird ebenfalls anorganisches Phosphat 
gebunden. 

10. Durch Adenylsiiure werden bei der Hefeglykolyse Phos- 
phorylierungen von Zuckerderivaten (Embden-Ester) bewirkt. 

11. Aus diesen Befunden ergibt sich die Rolle des Systems 
Adenosin /Adenosintriphosphorsiure bei der alkoholischen Garung: 
Adenosin gehért in der Hefe zu einem phosphatiiber- 
tragenden Co-Enzymsystem. 

12. Es werden Vorstellungen iiber den Mechanismus der oxydo- 
reduktiven Ubertragung anorganischen Phosphats durch Cozymase 
entwickelt, durch welche auch die Phosphorylierung des Adenosins 
und die Funktion dieser Reaktion in jener Ubertragung erkliirt 
werden. 


Herrn Professor Parnas danken wir herzlich fiir die wertvollen Rat- 
schlige und die Unterstiitzung, die er dieser Arbeit gewihrte; der Direktion 
der Brauerei A.-G. Lwéw fiir die bereitwillige Uberlassung von Hefe, der 
Firma G. Henning, Berlin, fiir gréBere Versuchsmengen von Adenosin, 
Guanosin und Ribose. 
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Bi Nachweis von Brenztraubensaiure im Blute. 
spho- : Von 
{ Tsutomu Shindo. 
e der 
otose- 
a (Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 
_ (Der Schriftleitung zugegangen am 10. Januar 1938.) 
poly. & 
lurch Seit dem Auftreten des Embden-Meyerhofschen Schemas 
' iiber den Mechanismus der Glykogenolyse im Muskel ist die 
1 der ' Brenztraubensiure als Intermediirspaltprodukt immer wichtiger 
eine J ceworden. Friher hat Westerkamp?) die Ketosaiuren im Blut- 
saure # serum von verschiedenen Tieren bestimmt und die Brenztrauben- 
i ge- 7 siure in Form von 2,4-Dinitrophenylhydrazon aus Schweinserum 
hos- JF isoliert. Dann haben Thompson und Johnson’) gezeigt, daB 


phat J sich die bisulfitbindende Substanz bei Avitaminose B, im Blute 
' von Tauben und Ratten ungewoéhnlich vermehrt und sie als 


*hos- | Brenztraubensiure*) sicher identifiziert werden kann; ferner 
rirkt. _ habe auch ich‘) beobachtet, daB sich die bisulfitbindende Substanz 
tems 7% im Blute bei Menschenberiberi anhiiuft. Neuerdings haben 
ung: @ Johnson und Edwards) Brenztraubensiure-2, 4-Dinitrophenyl- 
ber- _ hydrazon aus Menschenblut nach Muskelarbeit isoliert. In der 
' vorliegenden Mitteilung berichte ich itiber die Isolierung der 
ydo- @ Brenztraubensiiure als 2,4-Dinitrophenylhydrazon aus Menschen- 
nase JF und Taubenblut bei Beriberi. Zu diesem Zwecke verwendete ich 
sins JF 48 ¢ Blut von B,-avitaminotischen ‘auben und 150 g Venenblut 
dirt J von Beriberikranken. Die Isolierung erfolgte in Anlehnung an 
_ die Angaben von Johnson), Neuberg und Kobel’®) in folgender 
Rat Weise: 
ction Blut und 20°/, Trichloressigsiurelisung 20:1 werden waihrend 
der J— 1 Stunde bei Zimmertemp. stehen gelassen, dann filtriert. Das 
osit, / Koagulum wird mit 5°/, Trichloressigsiiure noch zweimal verrieben 


und nochmals filtriert. Die vereinigten Ausziige werden mit 
0,5°/, 2,4-Dinitrophenylhydrazinlésung versetzt (5 ccm Hydrazin- 
lésung pro 20 ccm Filtrat) und wihrend einer Woche bei Zimmer- 
temperatur unter zeitweisem Schiitteln stehen gelassen. Das ab- 
geschiedene Hydrazon und das iiberschiissig zugesetzte Hydrazin 
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werden mit Essigester im Scheidetrichter wiederholt extrahiert, 
bis die waBrige Schicht fast farblos wird. Die Essigesterlésung 
wird dann mit 25°/, Carbonatlésung wiederholt extrahiert, bis 
neu zugesetzte Carbonatlésung sich nicht mehr braunrot fiarbt. 
Diese wird mit konz. Salzsiure schwach angesdiuert und mit 
Essigester ausgeschiittelt, bis die waBrige Schicht farblos wird. 
Diese Operationen werden noch 4- bis 5mal wiederholt. Der 
letzte Essigesterextrakt wird 2- bis 3mal mit kaltem Wasser ge- 
waschen, bei Zimmertemp. abgedampft, der braungelbe Riickstand 
in méglichst wenig halbgesittigter Carbonatlésung aufgelést und 
mit konz. Salzsiure gefillt. Die wiederholt umkrystallisierten 
Praparate haben die folgenden Kigenschaften: 








Lechente | Scheeiy, | Misehprobe | Farbenreaktion 
evap omg por mings mit synth. mit 5°/, alkoho- 
5 : Priparat lischer KOH 
48 g Blut von ’ 
B, -avitaminés. eine charakte- 
TE 660% 1,5 213 214 ristische briéunlich- 
150 g Blut von rote Firbung 
Beriberikrank. 2,0 212 214 














Zum SchluB spreche ich Herrn K. Makino meinen _herz- 
lichen Dank fiir seine wertvolle Hilfe aus. 
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Nachtrag zur Abhandlung 


»Ergocristin und Ergocristinin, 
ein neues Alkaloidpaar aus Mutterkorn“. 
[Vgl. Diese Z. 250, 1 (1937)] 


Von 


Arthur Stoll und Ernst Burekhardt. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium ,,Sandoz‘‘ Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1937.) 


Herr Professor L. Kofler, Innsbruck, macht uns darauf aufmerksam, 
daB die in oben erwahnter Arbeit untersuchte und in ihrer Zusammen- 
setzung abgeklirte Alkaloid-Doppelverbindung Ergocristin-Ergosinin nach 


ihrem mikroskopischen Bild, ihren Krystallisationseigenschaften und dem 


Schmelzpunkt bereits von A. Kofler beschrieben worden sei’). Wir be- 
stitigen ihm’das hiermit gerne. Unsere erst kiirzlich gemachte und 
Herrn Kofler mitgeteilte Annahme iiber die Natur der von A. Kofler 
zuerst beschriebenen Krystalle muB noch priparativ und analytisch be- 
stiitigt werden. 

Von Herrn Professor Barger, Edinburgh, erhielten wir die Mit- 
teilung, daB er im Jahre 1910 Alkaloidpriiparate in Hiinden hatte, von 
denen er heute auf Grund unserer Beschreibung der Alkaloide annehmen 
darf, daB Ergocristin und Ergocristinin vorlagen. Barger und Ewins’) 
faBten in ihrer Publikation die aus einem ,,Ergotinin“- Priiparat durch 
Behandeln mit alkoholischer Phosphorsiiure erhaltene Substanz als ,,Phos- 
phat eines Ergotoxin-ithylesters“ auf, welches von Ergotoxin-phosphat 
charakteristisch verschieden war. 1918 haben die Autoren*) diese Inter- 
pretation auf Grund neuer Analysen zuriickgezogen, festgestellt, daB die 
Bildung eines Ergotoxin-iithylesters unter den erwiihnten Reaktions- 
bedingungen nicht stattfinde, und angenommen, daB in dem abweichenden 
Krystallhabitus nur eine besondere Form des Ergotoxin-phosphats vorliege. 
Das Auftreten verschiedener Krystallformen erschien dadurch befriedigend 
erklirt. Heute zeigt sich bei der Gegeniiberstellung neuer Photographien 
von Ergocristin-phosphat und Ergocristin-chlorhydrat mit den seinerzeit 
von Barger und Ewins publizierten Zeichnungen, dab die entsprechenden 
Krystallformen auBerordentlich iihnlich sind. Trotzdem ein unmittelbarer 
Vergleich der Substanzen nicht mehr miglich ist, erscheint die Annahme 
berechtigt, daB Barger und Ewins neben Ergotoxin und Ergotinin Alkaloid- 
priparate isoliert haben, die im wesentlichen aus Ergocristin bzw. Ergo- 
cristinin bestanden. 


'! A. Kofler, Arch. Pharmaz. 275, 463—64 u. Abb. 12, Taf. 2 (1937). 
*) J. chem. Soc. 97, 284 (1910). 3) J. chem. Soe. 113, 235 (1918). 





